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Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Analysen zur Wirkung des biogenen Dipeptids 
Carnosin in Zellen von humanem Glioblastoma multiforme. Carnosin kommt natürli-
cherweise im menschlichen Organismus vor und besitzt im hier untersuchten Zelltyp 
antiproliferative Effekte. Daher sind genauere Untersuchungen der Wirkmechanismen 
von großem klinischem Interesse. Das Glioblastom ist der häufigste diagnostizierte 
Hirntumor bei Erwachsenen mit gleichzeitig ungünstigster Prognose. Ziel naturwissen-
schaftlicher und medizinischer Forschung ist die Entwicklung von Therapeutika und 
Behandlungsstrategien, welche intensives Zellwachstum inhibieren oder zumindest 
verlangsamen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zellbiochemische und pro-
teinbiochemische Analysen durchgeführt, um einen zellulären Wirkungsort von Carnosin 
zu identifizieren. Dabei sind zum einen Untersuchungen an Glioblastomzellen zum 
Energiestoffwechsel erfolgt. Zum anderen wurden Untersuchungen mittels proteomi-
scher Analysen durchgeführt. 
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1. Einleitung 
 
1.1. Glioblastoma multiforme 
 
Das Glioblastom ist der häufigste, maligne Hirntumor bei Erwachsenen und zeichnet 
sich durch eine sehr ungünstige Prognose aus. Aufgrund der hohen Malignität wurde 
das Glioblastoma multiforme (GBM) von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) als 
einziges Gliom in den WHO-Grad IV eingestuft (Kleihues, 2007). Diese Einstufung be-
gründet sich in dem raschen infiltrativen Wachstum des Tumors und anhand histo-
logischer Merkmale, wie hoher Zelldichte, Tumorgewebsnekrosen, vermehrten Gefäß-
proliferaten und ausgeprägter Anaplasie mit vielfach (nicht obligat) vorkommenden 
Riesenzellen. Das Glioblastoma multiforme wird aufgrund von Unterschieden in der 
Altersverteilung, der Pathogenese und dem klinischen Verlauf in die Gruppe der pri-
mären und sekundären Glioblastome unterteilt (Übersicht: Ohgaki und Kleihues, 2007; 
Louis et al., 2007). Primäre Glioblastome definieren sich dadurch, dass sie sich de novo 
manifestieren, ohne eine nachweisbare, weniger maligne Vorstufe (WHO-Grad I – III) 
durchlaufen zu haben.  
 
 
 
Abbildung 1: Entstehung von primärem und sekundärem Glioblastom und deren genetische Ver-
änderungen. (modifiziert nach: Ohgaki et al., 2007) 
 
Dieser Glioblastomtyp ist mit über 90 % vorherrschend und betrifft in der Regel Patien-
ten mit einem durchschnittlichen Alter von 62 Jahren. Sekundäre Glioblastome entste-
hen aus niedergradigen (WHO-Grad II) oder anaplastischen Astrozytomen (WHO-
Grad III). Der entscheidende Unterschied im WHO-Grad III und WHO-Grad IV liegt unter 
den Gliomen darin, dass sich nur im Glioblastoma multiforme ausgeprägte Gewebs-
Einleitung
 
 2 
nekrosen und Gefäßproliferate histologisch nachweisen lassen (Wiestler und Schmidt, 
2007). Anhand genetisch unterschiedlicher Merkmale lassen sich primäre und sekun-
däre Glioblastome ebenfalls charakterisieren, welche aber derzeit noch nicht in die 
Klassifizierung der WHO einfließen. Für therapeutische Ansätze und klinische Studien 
werden diese genetischen Unterschiede für eine bessere Charakterisierung bereits ge-
nutzt. Im Überblick von Ohgaki und Kleihues (2007) sind Unterschiede beschrieben, die 
sich insbesondere durch Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity; LOH) der 
Gene von PTEN (Phosphatase- und Tensinhomolog; LOH 10q), p53 (LOH 17p) oder 
durch Verstärkung von EGFR (epidermal growth factor receptor) darstellen lassen 
(Abb. 1). 
Das Glioblastom ist vor allem im Großhirn und da besonders im fronto-temporalen Be-
reich lokalisiert und hat ausgeprägte Neigung zur Infiltration anderer Hirnareale. Die 
diffuse Infiltration angrenzender und weiter entfernt gelegener Areale macht therapeu-
tische Ansätze so schwierig, weshalb trotz einer Behandlung, die neben einer opera-
tiven Entfernung des Tumors fast immer eine Radiotherapie und oft eine Chemotherapie 
einschließt, die mittlere Überlebensrate nur bei 14,6 Monaten liegt (Stupp et al., 2005). 
Anhand dieser schlechten Prognostik für diesen Tumortyp ist die Etablierung alternati-
ver Therapieansätze von höchstem klinischem Interesse. Es konnte bereits gezeigt 
werden, dass Zellen dieses Tumortyps durch das biogene Dipeptid Carnosin in ihrer 
Teilungsrate eingeschränkt werden können (Renner et al., 2008), weshalb eine nähere 
Charakterisierung dieser Wirkung in der vorliegenden Arbeit erfolgte.  
 
1.2. Carnosin 
 
Das Dipeptid Carnosin (β-Alanyl-L-histidin) wurde erstmals von Gulewitsch und 
Amiradzibi (1900) aus Liebig-Fleischextrakt isoliert und war damit das erste Peptid das 
aus biologischem Material gewonnen wurde.  
Carnosin ist nicht, wie primär angenommen, ein Produkt des Proteinkatabolismus, son-
dern wird aus β-Alanin und Histidin durch die ATP-abhängige Carnosin-Synthetase 
(EC 6.3.2.11) gebildet (Kalyankar und Meister, 1959), wobei β-Alanin (3-Amino-Propan-
säure) durch einen Decarboxylierungsschritt aus Aspartat (2-Amino-Butandisäure) her-
vorgeht. Eine physiologische Bedeutung dieses Peptids und verwandter Histidin-Deri-
vate (Überblick, siehe Abb. 2) verdeutlicht sich, da diese organismen- und gewebs-
spezifischen Verteilungen unterliegen, die sich am Menschen selbst geschlechts-ab-
hängig zeigen lassen (Überblick: Boldyrev und Severin, 1990; Crush, 1970). 
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Abbildung 2: Metabolische Wege von Carnosin und anderen Histidin-enthaltenden Komponenten. 
(A = Acetylierung; D = Decarboxylierung; M =  Methylierung; GABA = γ-Aminobuttersäure) 
 
Die Synthese des Dipeptids konnte unter anderem in Muskel- (Winnick und Winnick, 
1959) und Nervenzellen, sowie in Primärkulturen von Gliazellen (Bauer et al., 1982) 
nachgewiesen werden. Der Abbau von Carnosin erfolgt entweder über eine spezifische 
Serum-Carnosinase (CN1; EC 3.4.13.20) oder über eine unspezifische, zytosolische 
und ubiquitär exprimierte Dipeptidase (CN2; EC 3.4.13.18) (Teufel et al., 2003). Die 
Serum-Carnosinase spaltet Dipeptide der Form X-His, wobei sie die höchsten Affinitäten 
für X = β-Alanin (Carnosin), Alanin, Glycin und GABA (Homocarnosin) besitzt (Jackson 
et al., 1991; Teufel et al., 2003). Die Aktivität dieses Enzyms ist im Menschen, neben 
dem Serum und der Cerebrospinalflüssigkeit (Wassif et al., 1993), vor allem in Hirn- und 
Leberzellhomogenaten nachweisbar (Jackson et al., 1991). Die mRNA der Serum-
Carnosinase wurde in humanem Gewebe hingegen ausschließlich in verschiedenen 
Hirnfraktionen und in der Leber nachgewiesen (Teufel et al., 2003).  
Im Skelettmuskel, wo die höchste Konzentration (20 mM) an Carnosin gefunden wurde 
(Mannion et al., 1992), variiert diese geschlechtsabhängig und ist generell im männ-
lichen Geschlecht deutlich höher. Dagegen liegt Carnosin in menschlichem Nerven-
gewebe in nichtgeschlechtsspezifischen Konzentrationen vor (Pisano et al., 1961; 
Kish et al., 1978; O´Dowd et al., 1990). In neuronalem Gewebe kann der Neurotrans-
mitter GABA von der Carnosin-Synthetase als alternatives Substrat zu β-Alanin für die 
Synthese von Homocarnosin (GABA-Histidin) genutzt werden (Abraham et al., 1964). 
Neben den direkten Produkten der Carnosin-Synthetase, (Carnosin, Homocarnosin) 
kommen auch acetylierte und methylierte Derivate, wie Anserin, Homoanserin oder 
Acetylcarnosin in menschlichen Geweben vor (Abb. 2). Die einzige Ausnahme bildet 
Ophidin, das offensichtlich nur in der Muskulatur von Meeressäugern (Wale, Delphine) 
und in bestimmten Reptilien (Schlangen) vorkommt (Crush, 1970). 
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Schon 1980 wurde postuliert (Nadi et al.), dass Carnosin im menschlichen Gehirn, ähn-
lich wie GABA, neurotransmittierende Funktionen erfüllen könnte. Weitere Anhalts-
punkte hierfür ergaben sich aus Untersuchungen an Astroglia- und Oligodendrozyten-
reichen Zellkulturen, in denen das Dipeptid aktiv in das Kulturmedium abgegeben wurde 
(Bauer, 2005). Dafür konnte ein Protonen-gekoppelter Oligopeptid-Transporter (PEPT2) 
identifiziert werden (Teuscher et al., 2004). Bisher konnten aber keine näheren Beweise 
für Carnosin als Neurotransmitter erbracht werden, da ein spezifischer Rezeptor nicht 
identifiziert wurde. 
Vielmehr ist Carnosin als erstes, nach seiner Entdeckung in Muskelgewebe, eine pH-
puffernde Wirkung (Bate-Smith, 1938) zugeschrieben worden, die mit einer verlängerten 
Kontraktilität und somit Leistungsfähigkeit einhergehen soll (Mannion et al., 1995). 
Weitere Studien an Carnosin zeigten, dass die pH-puffernde Wirkung nicht die einzige 
biologische Funktion des Dipeptids ist. Da es Komplexe mit verschiedenen Metallionen, 
wie Ca2+, Cu2+, Zn2+, Co2+,3+, Ni2+ oder Fe2+ (Übersicht: Baran, 2000) bildet, wurde Car-
nosin eine antioxidative Wirkung, durch Bindung von Hydroxyl- und Sauerstoffradikalen 
zugeschrieben (Kohen et al., 1988). Im Komplex mit Cu2+-, aber auch Co2+- und Zn2+-
Ionen soll es eine Superoxiddismutase (SOD) ähnliche Wirkung besitzen, wodurch le-
bende Zellen vor reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) geschützt werden (Kohen et al., 
1991; Übersicht: Guiotto et al., 2005). Neben diesen Fähigkeiten wird Carnosin und 
analogen Histidin-Derivaten die Verhinderung nicht-enzymatischer Quervernetzungen 
von Proteinen zugeschrieben, die mit einer verlängerten Lebensspanne der Zellen ein-
hergehen soll (Überblick: Hipkiss, 2009). Daher wird Carnosin derzeit hauptsächlich als 
potentes „Anti-Aging“- und Muskelaufbaupräparat vermarktet, wofür fundierte Belege 
aber fehlen. 
Andere Arbeiten hingegen konnten zeigen, dass Carnosin einen inhibitorischen Effekt 
auf das Wachstum kultivierter neoplastischer Zellen besitzt (Holliday und McFar-
land, 1996). Angesichts dieser Ergebnisse wurde an kultivierten, primären Glioblastom-
zellen untersucht, ob sich diese Wirkung auch an diesem Zelltyp zeigen lässt. Dabei 
konnte nachgewiesen werden, dass 50 mM Carnosin in einem Zeitraum von 96 h die 
Proliferationsrate von Glioblastomzellen um 50 % im Vergleich zu unbehandelten Zellen 
senkt. Des Weiteren wurde dargestellt, dass innerhalb von 96 h mit einer verringerten 
Zellproliferation auch eine Verminderung des ATP-Gehaltes, sowie der Dehydrogenase-
Aktivität einhergeht (Renner et al., 2008). Ein Einfluss von Carnosin auf die Proliferation 
von Tumorzellen konnte auch am Mausmodell nachgewiesen werden (Renner et al., 
2010), weshalb sich für diese Arbeit die Frage stellte, wie diese Wirkung zu erklären ist. 
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1.3. Zellulärer Energiehaushalt 
 
Der Energiehaushalt und die damit verbundene Vitalität einer Zelle spiegeln sich in 
deren ATP-Gehalt wider. ATP ist der Hauptenergielieferant der Zelle, der die vorhan-
dene Energie in Form von chemischer Energie in seinen Phosphatgruppen trägt. Die 
Spaltung einer solchen Phosphatgruppe von ATP zu ADP setzt Energie von ca. 
32 kJ/mol frei, welche dann für verschiedenste biologische Prozesse genutzt werden 
kann. Die Regeneration von ATP bzw. der Erhalt des intrazellulären ATP-Spiegels kann 
auf zweierlei Wegen realisiert werden. Zum einen wird ATP in atmenden Zellen durch 
die Elektronentransportkettenphosphorylierung und zum anderen durch Substratketten-
phosphorylierung bereitgestellt. Im Menschen erfolgt der Hauptteil der zellulären ATP-
Synthese durch oxidative Phosphorylierung im Mitochondrium (Elektronentransport-
kette mit O2 als Elektronenakzeptor). Dabei wird ein Protonengradient zwischen mito-
chondrialer Matrix und Intermembranraum genutzt, welcher durch die Elektronentrans-
portkette generiert wird, um durch Protonenrückfluss in die Matrix eine ATP-Synthase 
anzutreiben (Abb. 3; Übersicht: Fernández-Vizarra et al., 2009). 
 
 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der mitochondrialen Elektronentransportkette.  
(I = NADH-Dehydrogenase; II = Succinat-Dehydrogenase; III = Cytochrom-c-Reduktase; IV = Cytochrom-c-Oxi-
dase; V = F0F1-ATP-Synthase; Q = Coenzym Q (Ubichinon); C = Cytochrom-C) 
 
Die Elektronen, die letztlich auf molekularen Sauerstoff übertragen werden, stammen 
zum einen von NADH, das in Dehydrogenase-Reaktionen generiert und am Komplex I 
der Atmungskette reoxidiert wird (Abb. 3). Zum anderen stammen die Elektronen aus 
der Umwandlung von Succinat zu Fumarat durch die Succinat-Dehydrogenase (Kom-
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plex II) im Zitratzyklus. Die Elektronen werden über mehrere Zwischenschritte sowohl 
von Komplex I, als auch von Komplex II auf Ubichinon (Coenzym Q)  übertragen, das 
als Ubihydrochinon durch Komplex III reoxidiert wird und die Elektronen schließlich auf 
Cytochrom-C überträgt. Die finale Reduktion von O2 zu H2O erfolgt nach Reoxidation 
eines Cytochrom-C und mehreren Übertragungsschritten der Elektronen über Häm- und 
Kupfer-Komplexe am Komplex IV. Außer in Komplex II werden bei jeder Elektronen-
übertragung in den Komplexen I, III und IV Protonen in den Intermembranraum trans-
portiert, was zur Entstehung eines Protonengradienten hin zur Mitochondrienmatrix 
führt, der letztlich die F0F1-ATP-Synthase antreibt. 
Neben der oxidativen Phosphorylierung ist die Glykolyse die zweite wesentliche ATP-
Quelle in humanen Zellen und kann in spezialisierten Zellen sogar vollständig die ATP-
Synthese übernehmen. So erhalten beispielsweise Erythrozyten, denen Mitochondrien 
und somit die Atmungskettenenzyme fehlen, den zellulären ATP-Haushalt allein durch 
die Glykolyse.  
Der Abbau von Glukose erfolgt über neun bzw. zehn Einzelreaktionen (Abb. 4) aus 
denen unter normoxischen Bedingungen zwei Moleküle Pyruvat hervorgehen. Andere 
Hexosen, wie Fruktose, Mannose oder Galaktose dienen ebenfalls als glykolytische 
Substrate, müssen zuvor aber isomerisiert (Mannose) bzw. epimerisiert (Galaktose) 
werden. Fruktose bzw. Fruktose-1-Phosphat geht durch Spaltung zu Dihydroxy-
acetonphosphat (DHAP) und Glycerinaldehyd direkt in die Glykolyse ein. Glycerin-
aldehyd wird durch Triosekinase phosphoryliert, bevor es als Glycerinaldehyd-3-
Phosphat (GAP) weiter verstoffwechselt werden kann. 
Die Glykolyse lässt sich in zwei Abschnitte unterteilen, bei denen der erste Abschnitt 
den energieverbrauchenden und der zweite Abschnitt den energieliefernden Teil dar-
stellt. Während in den ersten drei Reaktionsschritten 2 ATP pro Glukosemolekül benö-
tigt werden, um dieses zu einer energiereicheren und reaktiveren Verbindung umzu-
wandeln, werden im zweiten Teil, mit Spaltung der Hexose (F1,6bisP) zu zwei Triosen 
(Aldolase vermittelte Reaktion), zwei Moleküle NADH und vier Moleküle ATP gebildet. 
Effektiv werden demnach pro Glukosemolekül zwei ATP gewonnen. 
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Abbildung 4: Reaktionsabfolge der Glykolyse am Beispiel von Glukose. 
(Enzyme: HK = Hexokinase; G6P-I = Glukose-6-Phosphat-Isomerase; PFK = Phosphofruktokinase; 
Aldo = Aldolase; TPI = Triosephosphat-Isomerase; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; 
PGK = Phosphoglyceratkinase; PGM = Phosphoglyceratmutase; Eno = Enolase; PK = Pyruvatkinase; Inter-
mediate: Glc = Glukose; G6P = Glukose-6-Phosphat; F6P = Fruktose-6-Phosphat; F1,6bisP = Fruktose-1,6-
bisphosphat; DHAP = Dihydroxyacetonphosphat, GAP = Glycerinaldehyd-3-Phosphat; 1,3bisPG = 1,3-
bisphosphoglycerat; 3PG = 3-Phosphoglycerat; 2PG = 2-Phosphoglycerat; PEP = Phosphoenolpyruvat; 
Pyr = Pyruvat) 
 
Zusätzlich zu gebildetem ATP ist aber das gebildete NADH und das weiter verstoff-
wechselte Pyruvat für eine deutlich höhere Energieausbeute bei der glykolytischen 
Spaltung von Hexosen verantwortlich. Pyruvat gelangt über spezifische Transporter ins 
Mitochondrium (Hildyard und Halestrap, 2003), wird dort durch den Pyruvat-Dehydro-
genase-Komplex unter NADH-Bildung und Decarboxylierung auf Coenzym-A (CoA) 
übertragen, um schließlich als Acetyl-CoA in den Zitratzyklus einzugehen. NADH hin-
gegen kann nicht direkt durch die innere Mitochondrienmembran transportiert werden, 
weshalb zwei verschiedene Übertragungswege ins Mitochondrium genutzt werden. 
NADH wird indirekt entweder über den Malat-Aspartat-Shuttle oder über den Glycerin-3-
Phosphat-Shuttle (Ansell et al., 1997) ins Mitochondrium transferiert. In beiden Fällen ist 
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der Transfer von Reduktionsäquivalenten aus dem Zytosol ins Mitochondrium abhängig 
von einem aktiven Elektronentransport in der Mitochondrienmembran. Fehlt der finale 
Elektronenakzeptor Sauerstoff, so kann NADH auf diesem Wege nicht reoxidiert werden 
und reichert sich in der Zelle an. Um aber den glykolytischen Reaktionsfluss aufrecht zu 
erhalten, muss es in ausreichender Konzentration in seiner oxidierten Form als NAD+ 
vorliegen und wird daher auf alternativem Weg oxidiert. Da auch Pyruvat als Endprodukt 
der Glykolyse unter hypoxischen Bedingungen nicht hinreichend über den Zitratzyklus 
abgebaut werden kann, wird es gemeinsam mit NADH in einer einzelnen Reaktion 
durch die Laktatdehydrogenase (LDH) zu Laktat und NAD+ verstoffwechselt. Laktat 
kann aber nur über die Rückreaktion der LDH als Pyruvat abgebaut werden, weshalb 
Laktat bei längerer Sauerstoffschuld aus der Zelle heraustransportiert werden muss.  
Eine verminderte ATP-Synthese in den Mitochondrien bewirkt einen Abfall der intra-
zellulären ATP-Konzentration, was wiederum die Aktivität glykolytischer Enzyme, ins-
besondere die der Phosphofruktokinase, erhöht (Überblick Glykolyse: Lehninger et al., 
2001; Voet et al., 2002). Kommt es zu einer verringerten mitochondrialen ATP-Syn-
these, muss die Glykolyserate um ein Vielfaches erhöht werden, um die intrazelluläre 
ATP-Konzentration aufrechtzuerhalten. 
 
1.4. Proteom und Proteomik 
 
Das Proteom umschreibt die Gesamtheit zellulärer Proteine zu einem bestimmten Zeit-
punkt und wurde begrifflich das erste Mal von Wilkins et al. (1996) und Wasinger et al. 
(1995) geprägt und als das Proteinkomplement des Genoms bezeichnet. Das Proteom 
setzt sich einerseits aus dem Anteil konstitutiv exprimierter Proteine zusammen, ohne 
die elementare biologische Prozesse nicht möglich wären. Andererseits beinhaltet es 
Proteine, die als Reaktion auf bestimmte Einflüsse (z.B. chemische oder physikalische) 
zeitabhängig in der Zelle anzutreffen sind. Generell geht man davon aus, dass die Zu-
sammensetzung zellulärer Proteine hoch dynamisch ist und ständigen Veränderungen 
unterliegt. Daher kann das Proteom, als „biologischer Effektor“ des Genoms, nur unter 
definierten Bedingungen bestimmt werden. 
Mit Entdeckung der Struktur und Funktion der DNA durch Crick und Watson (1953) be-
gann der systematische und mit der Zeit immer schneller werdende Nachweis von 
Nukleinsäuren, im speziellen der Gentranskripte in Form von mRNA bzw. cDNA. Auf-
grund relativ einfacher Handhabbarkeit und kurzer Analysezeit von Nukleinsäuren, wur-
den direkte Untersuchungen an Zellproteomen lange Zeit vernachlässigt. Der indirekte 
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Nachweis von Proteinen erfolgte zumeist durch Identifizierung entsprechender mRNA´s. 
Die systematische Proteomanalyse, die Proteomik, wurde mit der Entwicklung der zwei-
dimensionalen Gelelektrophorese (Klose, 1975; O`Farrell, 1975) begründet. Schon in 
diesen Arbeiten konnten Unterschiede im Proteom verschiedener Versuchsgruppen 
festgestellt werden. Die Identifikation der Proteine war aber lange Zeit schwierig, da 
entsprechende massenspektrometrische Nachweisverfahren noch nicht etabliert waren. 
Des Weiteren benötigte die Proteomik den Vorlauf der Genomik, um detektierte Peptid-
sequenzen anhand genomischer Datenbanken auch identifizieren zu können (Überblick: 
Patterson und Aebersold, 2003). Die besondere Rolle der Proteomik gegenüber der 
Genomik zur Untersuchung zellulärer Prozesse und deren biologischer Relevanz, wurde 
dahingehend deutlich, dass der Nachweis transkribierter Nukleinsäuresequenzen 
(mRNA) nicht unweigerlich Rückschlüsse auf deren Translationsprodukte zuließ 
(Anderson und Seilhammer, 1997). Hinzu kommt, dass neben posttranskriptionalen 
Alterationen primärer Genprodukte, co- und posttranslationale Modifikationen von Pro-
teinen (z. B. Phosphorylierung, Glykosylierung, Alkylierung) funktionell unterschiedliche 
Proteinprodukte ergeben, die sich nicht mit molekularbiologischen Methoden darstellen 
lassen. Stellt man Genom und Proteom gegenüber, wird die Bedeutung der Proteomik 
erkennbar: 30.000 - 40.000 Genen, die das humane Genom umfassen (Landes et al., 
2001), stehen bis zu 1.000.000 Proteine gegenüber (Humpery-Smith, 2004). Daher 
wurde 2001 als Pendant zur internationalen Humangenomorganisation (HUGO) die 
internationale Humanproteomorganisation (HUPO) gegründet (Abbott, 2001). Während 
mit der vollständigen Entschlüsselung des humanen Genoms das primäre Projekt der 
HUGO bereits zu Beginn des neuen Jahrtausends als beendet erklärt wurde, steht das 
humane Proteomprojekt noch am Anfang. 
Die inzwischen gute Reproduzierbarkeit proteomischer Analysen wird in der klinischen 
und medizinischen Forschung genutzt, um Einflüsse potentieller Therapeutika auf Zell-
proteine zu untersuchen bzw. neue pharmakologische Ziele zu finden (Überblick: 
Blackstock und Weir, 1999; Hochstrasser, 1998). In den letzten zehn Jahren wurde die 
Proteomik immer mehr für onkologische Fragestellungen eingesetzt, um beispielsweise 
durch Untersuchungen an Körperflüssigkeiten Tumormarker nachweisen zu können 
oder durch Beschreibung neuer Markerproteine Tumore besser charakterisieren zu 
können (Überblick: Findeisen und Neumaier, 2009; Cho, 2007; Xiao et al., 2008; Kumar 
et al., 2008). Die Möglichkeiten, welche die Proteomik in sich birgt, sind sehr vielfältig 
und eröffnen besonders in der medizinischen Forschung neue Wege. Dennoch muss an 
dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass die Proteomik die Vorarbeiten der Ge-
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nomik benötigte, wogegen sich herausstellte, dass eine Identifizierung von Nukleinsäu-
ren allein nicht grundsätzlich auf eine Funktionalität der Translationsprodukte (Proteine) 
schließen lässt. 
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1.5. Ziele der Arbeit 
 
Das Wachstum von Glioblastoma multiforme zu inhibieren, ist großes Ziel in der Be-
handlung dieses Tumors, der sich aufgrund seiner physischen Ausdehnung und diffu-
sen Verbreitung im Gehirn durch eine sehr ungünstige Prognose auszeichnet. Aus die-
sem Grund waren Ergebnisse vorheriger Untersuchungen (Renner et al., 2008) von 
großem Interesse. Diese zeigten, dass Zellen, die aus diesen Tumoren kultiviert wur-
den, durch das biogene Dipeptid Carnosin in ihrer Proliferation eingeschränkt werden. 
Neben einer verminderten DNA-Replikation, konnte gleichzeitig ein Abfall zellulärer 
Dehydrogenase-Aktivität und der ATP-Konzentration nachgewiesen werden. In dieser 
Arbeit konnte aber nicht geklärt werden, ob die Glioblastomzellen unter Carnosin auf-
grund des niedrigeren ATP-Gehalts weniger proliferieren oder der niedrigere ATP-
Gehalt durch eine geringere Proliferationsrate bedingt ist. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte ein molekularer Wirkungsort des Carnosins 
gefunden werden. Primär stellte sich die Frage, ob eine Carnosin bedingte Abnahme 
der ATP-Konzentration durch eine Beeinflussung der Glykolyse oder der oxidativen 
Phosphorylierung ausgelöst wird. Parallel zu diesen Studien wurde eine zweite Strate-
gie verfolgt, bei der das Proteom von Carnosin-behandelten Zellen mit dem Proteom 
unbehandelter Zellen verglichen wurde. 
 
Material und Methoden
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2. Material und Methoden 
 
2.1.   Material 
 
2.1.1. Chemikalien 
 
Aceton Mallinckrodt Baker B.V.; Deventer, NL 
Acetonitril; LiChrosolv® Merck KGaA, Darmstadt 
Acrylamid 30 % (Rotiphorese® Gel 30) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Ameisensäure; Suprapur® Merck KGaA, Darmstadt 
Ammoniumbicarbonat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Ammoniumsulfat Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
APS GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
ATP Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
BCIP (x-Phosphat) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Benzamidin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Bradford-Reagenz Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Bromphenolblau-Natriumsalz SERVA, Heidelberg 
BSA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Coomassie Blau G-250 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Dikaliumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Dimethylformamid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
DNP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
DTT Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
EDTA Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Essigsäure Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Ethanol Mallinckrodt Baker B.V.; Deventer, NL 
Ethidiumbromid Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Formaldehyd, 37 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Glukose Merck KGaA, Darmstadt 
Glutamax PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
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Glutaraldehyd Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Glycerol Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
H3PO4 (85 %) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Hepes Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Hydrazinsulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
IGEPAL CA-630 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
IPG Strip Holder cleaning solution GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Isopropanol Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Kaliumhexacyanoferrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen;  
Berlin-Chemie AG, Berlin 
KCl Merck KGaA, Darmstadt 
KCN Fluka Chemie GmbH, Deisenhofen 
Leupeptin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Lithium-L-Laktat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Methanol Mallinckrodt Baker B.V.; Deventer, NL 
MgCl2 Merck KGaA, Darmstadt 
Mineralöl (DryStrip Cover Fluid) GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Na2CO3 Merck KGaA, Darmstadt 
Na2S2O3 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
NaCl Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
NAD Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
NADH-Dinatriumsalz Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
NADP-Dinatriumsalz Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
NaH2PO4 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Natriumacetat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Natriumcitrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Natriumpyruvat-Lösung (100 mM) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
NBT Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Oxamsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Penicillin G Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Pepstatin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
PMSF Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Material und Methoden
 
 14 
SDS GE Healthcare, Uppsala, Schweden; 
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe;  
Merck KGaA, Darmstadt 
SeaKem Agarose Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf 
Streptomycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
TEMED Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Trifluoressigsäure; Uvasol® Merck KGaA, Darmstadt 
Tris Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe; 
GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Tween 20 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Wasser; LiChrosolv® Merck KGaA, Darmstadt 
Zitronensäuremonohydrat Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
 
2.1.2. Geräte 
 
Analysewaage „FA 110-4i” Faust, Köln 
Bioruptor Diagenode SA; Liege, Belgien 
Blot System „TransBlot™ SemiDry  
Transfer cell system” 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
CO2-Inkubator Heraeus Holding GmbH, Hanau 
Elektrophoresekammer „MiniSub Cell” Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Elektrophorese-System „Ettan™Daltsix” GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Elektrophorese-System „Mini Protean®” Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Elektrophoresekammer „Mupid exU” Eurogentec, Seraing, Belgien 
 
Fluoreszenzmikroskop „DM 5000 B“ Leica Microsysteme Vertrieb GmbH, 
Wetzlar 
Fotometer „GeneQuant II” Pharmacia Biotech; Uppsala Schweden 
ImageScanner™ GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Isoelektrische Fokussiereinheit 
„Ettan™ IPGphor II” 
GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
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Laborschüttler „KS 501 digital“ IKA®Werke GmbH & Co.KG, Staufen 
Lyophilisator „Maxi dry lyo” Heto Lab Equipment, Dänemark 
Magnetrührer „RCT basic” IKA®Werke GmbH & Co.KG, Staufen 
Mastercycler gradient Eppendorf AG, Hamburg 
Mikroskop „DM/ IRBE” Leica Microsysteme Vertrieb GmbH, 
Wetzlar 
Mikroskop „DM/ L” Leica Microsysteme Vertrieb GmbH, 
Wetzlar 
Mikrowelle „1029“ Privileg 
NanoDrop 1000 NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, 
USA 
Neubauer-Zählkammer Brand GmbH & Co.KG, Wertheim 
pH-Meter Knick Elektronische Messgeräte GmbH & 
Co.KG, Düsseldorf 
Pipetten Eppendorf AG, Hamburg; 
Gilson Incorporated; Middleton, USA 
Pipettierhilfe „accu-jet®“ 
                     „pipetboy accu“ 
Brand GmbH & Co.KG, Wertheim; 
Integra Biosciences AG; Zizers, Schweiz 
Schüttelgerät („Vortexer“) VWR International GmbH, Darmstadt 
Schüttelgerät „MS 2 Minishaker” IKA® Werke GmbH & Co.KG, Staufen 
Schüttelwasserbad „SW 20“ Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach 
Spannungsquelle „EPS 601” GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Spannungsquelle „PowerPac 300” Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Spectra Max M5 Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA 
Sterilbank Heraeus Holding GmbH, Hanau 
Taumelschüttler „Polymax 1040” Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, 
Schwabach 
Thermomixer „comfort” Eppendorf AG, Hamburg 
Thermomixer „compact” Eppendorf AG, Hamburg 
Thermostat „Ecoline RE 106” Lauda GmbH & Co.KG, Lauda-
Königshofen 
Transilluminator Biostep GmbH, Jahnsdorf 
Ultrazentrifuge „Avanti J-25“ Beckmann Coulter Inc.; Fullerton, CA, 
USA 
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UV-Leuchtbox Foto/ Prep Biometra GmbH, Göttingen 
Waage „BL 1500 S” Sartorius AG, Göttingen 
Zentrifuge „5415 D“ Eppendorf AG, Hamburg 
Zentrifuge „Heraeus®Labofuge®400 R“ Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & 
Co.KG, Bonn 
Zentrifuge „Mikro 22 R“ Andreas Hettich GmbH & Co.KG, 
Tübingen 
 
2.1.3. Verbrauchsmaterial 
 
Microplatte, 96 well, F-Boden 
(transparent; weiß; schwarz) 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Microplatte (Zellkultur), 96 well, F-Boden, 
µClear 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Amicon®Ultra Centrifugal Filter  
(NMWL: 10 kDa) 
Millipore GmbH, Schwalbach 
Äquilibrierröhrchen GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Chirurgische Einmal-Skalpelle B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Einweg-Küvetten Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
Immobiline™DryStrips 
pH 4 - 7; 24 cm 
pH 3 - 10; 18 cm, 24 cm 
GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Immun-Blot™ PVDF Membran Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Kryoröhrchen Alpha Laboratories Ltd.; Eastleigh, GB 
MµltiFlex®-Pipettenspitzen Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
MµltiGuard®-Pipettenspitzen  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Mikroreaktionsgefäße Eppendorf AG, Hamburg; 
Sarstedt AG & Co.; Nümbrecht; 
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Millex®-GP Sterilfilter (0,22 µm) Millipore GmbH, Schwalbach 
Millipore Express®Plus Membranfilter 
(0,22 µm) 
Millipore GmbH, Schwalbach 
Papierelektroden GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Pasteurpipetten Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
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Pipettenspitzen   Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Probentöpfchen (sample cups) für IEF GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Serologische Pipetten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Zellkulturflaschen (75, 25 cm2) TPP AG; Trasadingen, Schweiz 
Zellkulturtestplatten, flacher Boden  
(6-, 12-, 24-well) 
TPP AG; Trasadingen, Schweiz 
Zellschaber Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
TPP AG; Trasadingen, Schweiz 
Zentrifugenröhrchen TPP AG; Trasadingen, Schweiz 
ZipTip®µ-C18-Pipettenspitzen Millipore GmbH, Schwalbach 
 
2.1.4. Standards und Reagenzien  
 
100 bp DNA-Leiter Promega GmbH, Mannheim 
DeStreak™ Reagent GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
dNTP-Mix (je dNTP 10 mM) Qiagen GmbH, Hilden 
Fötales Kälberserum („FCS Gold“) PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
IPG-Puffer GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Pierce® 660 nm Protein Assay Reagent Thermo Fisher Scientific, Bonn 
Spectra™ Multicolor High Range Ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Spectra™ Multicolor Low Range Ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Spectra™ Multicolor Broad Range Ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
TurboFect™ Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
 
2.1.5. Puffer und Lösungen 
 
Agarose-Dichtungslösung Tris 
Glycin 
Agarose 
Bromphenolblau 
SDS 
 
25 mM 
192 mM 
0,5 % (w/v) 
0,002 % (w/v) 
0,1 % (w/v) 
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AP-Färbelösung NBT-Stammlösung 
BCIP-Stammlösung 
(in AP-Puffer) 
0,45 % (v/v) 
0,35 % (v/v) 
AP-Puffer Tris 
NaCl 
MgCl2 
100 mM 
100 mM 
5 mM 
APS-Lösung APS  10 % (w/v) 
(0,44 mM) 
Äquilibrierlösung  Harnstoff 
4 x Gelpuffer 
Glycerol 
SDS 
Bromphenolblau-Stammlösung 
in Reinstwasser 
6 M 
75 mM 
29,3 % (w/v) 
2 % (w/v) 
0,002 % (v/v) 
ATP-Lösung (pH 7,6) ATP 40 mM 
BCIP-Stammlösung BCIP 
in DMF 
5 % (w/v) 
Bromphenolblau-Stammlösung Bromphenolblau 
Tris 
1 % (w/v) 
50 mM 
BSN-Puffer (mit SDS) Tris 
Glycin 
Methanol 
(SDS) 
48 mM 
39 mM 
20 % (v/v) 
(0,1 %; w/v) 
Carnosin-Stammlösung (pH 7,4) 
 
Carnosin 
NaCl 
1 M 
0,9 % (w/v) 
Coomassie-Färbelösung 
(Stammlösung) 
Coomassie-Stammlösung 
Phosphorsäure 
Ammoniumsulfat 
2 % (v/v) 
1,2 % (v/v) 
10 % (w/v) 
Coomassie-Stammlösung Coomassie Blau G-250 5 % (w/v) 
DNP-Stammlösung DNP 
DMSO 
10 mM 
10 % (v/v) 
Entfärbelösungen zur Gelentfärbung 
1 
2 
 
K3[Fe(CN)6] 
Na2S2O3 
 
30 mM 
100 mM 
Material und Methoden
 
 19 
Extraktionspuffer Ameisensäure 
ACN 
5 % (v/v) 
50 % (v/v) 
Gel-Absetzlösung (pH 8,8) Tris 
SDS 
375 mM 
0,1 % (w/v) 
Gelpuffer (4 x; pH 8,8) Tris 1,5 M 
Glycin-Hydrazin-Puffer (pH 9,0) 
 
Glycin 
Hydrazinsulfat 
525 mM 
415 mM 
Hank´s -/-*  (pH 7,4) 
 *(- Mg2+/- Ca2+) 
NaCl 
KCl 
Na2HPO4 
KH2PO4 
Hepes 
137 mM 
5,4 mM 
0,33 mM 
0,44 mM 
2 mM 
Harnstoff-Puffer Harnstoff 
CHAPS 
IPG Puffer 
DTT 
8 M 
4 % (w/v) 
2 % (v/v) 
40 mM 
KPP (1 M) K2HPO4 
KH2PO4 
770 mM 
23 mM 
Laemmli-SDS-Elektrophorese-Puffer 
(10 x) 
Tris 
Glycin 
SDS 
250 mM 
1,92 M 
1 % (w/v) 
Lysepuffer  Tris-KCl-Puffer + 
Protease-Inhibitoren: 
Aprotinin 
Benzamidin 
DTT 
Leupeptin 
Pepstatin 
PMSF 
 
 
0,025 mg/ml 
2,5 mM 
1 mM 
0,025 mg/ml 
0,01 mg/ml 
2,5 mM 
NAD-Lösung NAD 61 mM 
NADP-Lösung NADP 20 mM 
NBT-Stammlösung NBT 
in DMF (70 %) 
 
7,5 % (w/v) 
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NH4HCO3-Puffer NH4HCO3 
H2O (LiChrosolv®) 
200 mM 
 
NPP (0,1 M; pH 7,4) NaH2PO4 
Na2HPO4 
20 mM 
80 mM 
Penicillin-Streptomycin-Lösung (200 x) Penicillin  
Streptomycin 
in Hank´s -/- 
7560 U/ml 
10008 U/ml 
Probenpuffer für DNA (5 x) EDTA 
Ficoll® 400 
Xylencyanol 
Bromphenolblau 
100 mM 
20 % (w/v) 
0,25 % (w/v) 
0,25 % (w/v) 
Probenpuffer für Protein (4 x; pH 6,8) Glycerol 
SDS 
ß-Mercaptoethanol 
Tris 
Bromphenolblau 
39,5 % (v/v) 
277 mM 
15 % (v/v) 
250 mM 
1,23 % (w/v) 
Rehydrationslösung Harnstoff 
IPG Puffer 
CHAPS 
Bromphenolblau-Stammlösung  
DeStreak™ Reagent oder 
(DTT) 
8 M 
2 % (v/v) 
2 % (w/v) 
0,002 % (v/v) 
1,2 % (v/v) 
(40 mM) 
Sammelgel-Puffer (pH 6,8) Tris 0,5 M 
SDS-Lösung SDS 10 % (w/v) 
(0,35 mM) 
TAE-Puffer (50 x; pH 7,8) Tris 
EDTA 
Essigsäure 
2 M 
0,5 M 
5,71 % (v/v) 
TBS (10 x)  Tris 
NaCl 
0,1 M  
1,5 M 
TBST TBS (1 x) + 0,1 % (v/v) Tween 20 
Trenngel-Puffer (pH 8,8) Tris 1,5 M 
Triethanolamin-Puffer (pH 7,6) 
 
Triethanolamin 
MgCl2 
50 mM 
5 mM 
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Tris/KCl-Puffer (pH 8,0) Tris 
KCl 
10 mM 
75 mM 
Trypanblau-Lösung (steril filtriert) Trypanblau 
in Hank´s -/- 
5,73 mM 
 
Trypsin-Arbeitslösung Trypsin-Stammlösung 
ACN 
NH4HCO3 
2 % (v/v) 
10 % (v/v) 
36 mM 
Trypsin-Stammlösung Trypsin Gold 
Essigsäure 
in LiChrosolv® Wasser 
0,1 % (w/v) 
50 mM 
 
2.1.6. Kits 
 
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay Promega GmbH, Mannheim 
CellTiterGlo® Luminescent Cell Viability Assay Promega GmbH, Mannheim 
CytoTox-One™ Homogeneous Membrane  
Integrity Assay 
Promega GmbH, Mannheim 
ImProm-II™ Reverse Transcription System Promega GmbH, Mannheim 
RNeasy®Midi Kit Qiagen GmbH, Hilden 
Taq PCR Core Kit Qiagen GmbH, Hilden 
 
2.1.7. Enzyme 
 
Accutase PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase 
aus Bäckerhefe; Typ XV, VII 
3,2 M (NH4)2SO4-Lösung, pH 7  
- Arbeitslösung: (125 U/ml)  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Taufkirchen 
Hexokinase (S. cerevisiae) Typ F-300, 
lyophilisiert 
3,2 M (NH4)2SO4-Lösung, pH 7 
- Arbeitslösung: (10 U/ml) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Taufkirchen 
L-Laktatdehydrogenase (Kaninchenmuskel) 
3,2 M (NH4)2SO4-Lösung, pH 7 
(~ 2750 U/ml) 
Roche Diagnostics GmbH,  
Mannheim 
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L-Laktakdehydrogenase, Typ III (L2625)  
(Rinderherz) 
2,1 M (NH4)2SO4-Lösung 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Taufkirchen 
L-Laktatdehydrogenase, Typ X (L1378)  
(Rindermuskel) 
2,1 M (NH4)2SO4-Lösung 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Taufkirchen 
Trypsin Gold,  
„mass spectrometry grade” 
Promega GmbH, Mannheim 
 
2.1.8. Antikörper 
 
Goat anti-rabbit IgG, Fc 
(Alkalische Phosphatase gekoppelt) 
Millipore GmbH, Schwalbach  
(AP132A)* 
(Chemicon® International; AP156A) 
*äquivalente Produktnummer von Millipore GmbH 
Mouse, monoclonal to human VBP1 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Taufkirchen (WH0007411M1) 
Mouse, polyclonal to TALDO1 Abcam pIc; Cambridge,  
Großbritannien (ab67467) 
Rabbit, monoclonal to human GAPDH New England Biolabs GmbH,  
Frankfurt/M.   
(Cell Signaling Technology Inc.; 
 14C10) 
Rabbit, polyclonal to GTPBP9 Abcam pIc; Cambridge,  
Großbritannien (ab50919) 
Rabbit, polyclonal to ß-Actin Abcam pIc; Cambridge,  
Großbritannien (ab8227) 
Sheep anti-mouse IgG, F(ab)2 Millipore GmbH,  
Schwalbach (AP326A)* 
(Chemicon® International; AQ330A) 
*äquivalente Produktnummer von Millipore GmbH 
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2.1.9. Zelllinien, Untersuchungsmaterial und Kulturmedien 
 
AmnioMax complete Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
DMEM (4,5 g/l Glukose) 
            (1 g/l Glukose)   
Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
DMEM basal Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Taufkirchen (D5030) 
DMEM  
(4,5 g/l Glukose) 
 
FKS 10 % (v/v) 
Streptomycin 50 µg/ml 
Penicillin 30 µg/ml 
Kulturmedium 
Glutamax 2 mM 
DMEM basal 
 
FKS 10 % (v/v) 
Streptomycin 50 µg/ml 
Penicillin 30 µg/ml 
Glutamax (optional) 2 mM 
Kulturmedium zur Bestimmung von 
Glucoseverbrauch und Laktatbildung 
(Stammlösung) 
Glukose 10 mM 
DMEM 
(1 g/l Glukose) 
 
FKS 15 % (v/v) 
Kryokonservierungsmedium 
DMSO 10 % (v/v) 
Neurobasal™-Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
T98G American Type culture collection 
(ATCC); 
Manassas, USA 
 
Primäre Zelllinien wurden zwischen 2005 und 2009 aus frisch isoliertem Tumorgewebe 
generiert, welches von Patienten stammte, die an Glioblastoma multiforme erkrankt 
waren. Alle verwendeten Proben wurden histologisch als Glioblastoma multiforme 
(WHO-Grad IV) identifiziert und sind nachstehend charakterisiert. Von allen Patienten 
lagen Einverständniserklärungen zur Verwendung des operativ entfernten Gewebes vor. 
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Patient Geschlecht Alter (Jahre) Lokalisierung 
09/05 m 70 rechts okzipital 
25/06 w 67 rechts fronto-cortikal 
28/06 m 73 rechts frontal 
01/07 m 73 rechts frontal  
(rezidiv von 28/06) 
08/08 w 79 rechts okzipital 
09/08 w 77 links parieto-temporal 
12/08 m 53 links frontal (rezidiv) 
16/08 w 68 links temporal 
18/08 m 82 rechts frontal 
19/08 m 55 links frontal 
 
Hepatozyten, die als Kontrollen bei ausgewiesenen Stoffwechseluntersuchungen dien-
ten, wurden am Institut für Biochemie der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
aus Spraque-Dawley-Ratten und aus C57Bl/6-Mäusen isoliert und freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt. 
 
2.1.10. Primer 
 
Primer Fragmentlänge Sequenz 
Ph GAPDHs4 
 
Ph GAPDHr4 
(NM 002046.3) 
234 bp 5`- GGG GAG CCA AAA GGG TCA TCA  
      TCT -3` 
5`- GAG GGG CCA TCC ACA GTC TTC 
      T -3` 
 
2.1.11. Software 
 
Argus X.1; Version 3.3.1. Biostep GmbH, Jahnsdorf 
ImageMaster 2D Platinum 6.0 GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
MagicScan; 23V4.6 GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
Phoretix 1D quantifier; Version 5.10 Biostep GmbH, Jahnsdorf 
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2.2. Methoden 
 
2.2.1. Zellkultur 
 
Zellen der Tumorzelllinie T98G und primäre Zellen wurden in 75-cm2-Kulturflaschen in 
Kulturmedium bei 37 °C, 5 % CO 2 und wasserdampfgesättigter Atmosphäre im CO2-
Inkubator kultiviert. Ein Medienwechsel erfolgte in der Regel aller zwei Tage. Nach Er-
reichen der Konfluenz wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellkultur in temperier-
tem „Hank´s -/-“ für 10 min im CO2-Inkubator gewaschen. Anschließend wurde der Puf-
fer entfernt und durch 2 ml Accutase ersetzt. Nachdem sich die Zellen vom Flaschen-
boden gelöst hatten, wurde die proteo- und kollagenolytische Wirkung der Accutase 
durch Zugabe frischen Mediums gestoppt. Dies erfolgte nach einer Inkubation von 2 - 5 
Minuten im CO2-Inkubator. Nach vorsichtigem Auf- und Abpipettieren der Zellsuspen-
sion zur Vereinzelung der Zellen, wurden diese je nach Bedarf in Verhältnissen von 1 : 2 
und 1 : 10 passagiert. 
 
2.2.2. Kultivierung von Zellen aus Tumorgewebe 
 
Frisch isoliertes Tumorgewebe wurde nach mehrmaligen Waschschritten mit 0,9 %iger 
NaCl-Lösung in Würfel von ca. 5 mm Kantenlänge zerkleinert und in 25-cm2-Kulturfla-
schen überführt. Anschließend wurden die Gewebestücke mit AmnioMax-Medium vor-
sichtig betropft, bis das Gewebe mit Kulturmedium umspült war, dann in einen CO2-In-
kubator überführt und bis zum Erreichen einer konfluenten Kultur von migrierten und 
proliferierenden Zellen aus den Gewebestücken mit AmnioMax kultiviert. Nach Entfer-
nung restlicher Gewebestücke wurden die Zellen, wie oben beschrieben, passagiert und 
in 75-cm2-Kulturflaschen überführt. Die Kultivierung erfolgte ab diesem Zeitpunkt in 
Kulturmedium. 
 
2.2.3. Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 
 
Zellen, die zur Lagerung in flüssigen Stickstoff überführt werden sollten, wurden zu-
nächst, wie unter 2.1. beschrieben, aus der Kultur gelöst, in Zentrifugenröhrchen über-
führt und dann bei 124 x g sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen 
in Kryokonservierungsmedium resuspendiert, vor einer Überführung in Kryoröhrchen. 
Nach kontrolliertem Herunterkühlen (1 °C/min) der Z ellsuspensionen in entsprechenden 
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Einfrierdosen auf -80 °C wurden diese  in flüssigem  Stickstoff gelagert. Kryokonservierte 
Zellen wurden bei 37 °C aufgetaut und die Zellsuspe nsion in eine 75-cm2-Kulturflasche 
mit Kulturmedium überführt. Nach Adhärenz der Zellen am Flaschenboden, frühestens 
4 h nach der Aussaat (T98G), wurde das Medium gewechselt. 
 
2.2.4. Zellzahlbestimmung 
 
Zur Zellzahlbestimmung wurden die kultivierten Zellen, wie unter 2.1. beschrieben, ab-
gelöst und in Zentrifugenröhrchen überführt. Nach Zentrifugation der Zellen (5 min, 
124 x g) wurde der Überstand abgenommen und das Sediment in einem definierten 
Volumen an Kulturmedium resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 250 µl 
der Zellsuspension in ein 1,5-ml-Reaktionsgefäß überführt, mit 100 µl einer Trypanblau-
Lösung vorsichtig gemischt und die lebenden Zellen in einer Neubauer-Zählkammer 
unter dem Mikroskop ausgezählt. 
 
2.2.5. ATP-Messung (CellTiterGlo® Luminescent Cell Viability Assay) 
 
Wenn nicht anders angegeben, wurden 5000 Zellen/Napf einer 96-well-Zellkulturplatte 
in 100 µl Kulturmedium ausgesät und über Nacht kultiviert. Nach einem Medienwechsel 
wurde Carnosin in einer Endkonzentration von 50 mM aus einer 1 M Carnosin-Stamm-
lösung zugegeben, wogegen Kontrollansätze gleiches Volumen einer 0,9%igen NaCl-
Lösung erhielten. Für Untersuchungen mit anderen Chemikalien wurden diese direkt in 
Kulturmedium gelöst. Die Lösungen wurden steril filtriert und anstelle des reinen Kul-
turmediums auf die Zellen gegeben. Nach ausgewählten Inkubationszeiten wurden die 
Inkubationsmedien abgenommen und 50 µl frisches Kulturmedium sowie 50 µl CellTi-
terGlo®-Reagenz zugegeben. Die Ansätze wurden für 10 min bei 37 °C inkubiert und die 
Lumineszenz wurde anschließend am SpectraMax im Lumineszenzmodus bei einer In-
tegrationszeit von 500 ms gemessen. 
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2.2.6. Enzymatische Methoden 
 
Zu untersuchende Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz aus der Kulturflasche 
abgelöst, die Zellzahl bestimmt und 100.000 Zellen je well in 1,5 ml auf Kulturplatten 
(12 well) ausgesät. Nach Absetzen der Zellen über Nacht wurde das Medium abge-
nommen und für die Bestimmung der Laktatbildung bzw. der Glukoseabnahme durch 
1 ml Kulturmedium unterschiedlicher Glukosekonzentration ersetzt. Nach Inkubation der 
Zellen wurden 500 µl des Überstandes in 1,5-ml-Reaktionsgefäße überführt und für 
5 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Vom Zentrifugat wurden 450 µl abgenommen und zu 
gleichen Teilen auf zwei frische Reaktionsgefäße verteilt. 
 
2.2.6.1. Laktatbestimmung (96-well-Mikrotiterplatte)  
 
Für die Bestimmung von Laktat wurde das Zentrifugat aus einem der Reaktionsgefäße 
1 : 10 verdünnt. Der enzymatische Nachweis gebildeten Laktats erfolgte in Testansät-
zen folgender Zusammensetzung: 
 
Glycin-Hydrazinpuffer 200 µl  
Probe 20 µl 
NAD-Lösung 20 µl 
LDH 4 µl  
 
Es folgte eine Kinetikmessung anhand der Extinktion bei 366 nm (37 °C) in einem Inter-
vall von 20 s am Luminometer (SpectraMax) für 20 min. Der Kinetikmessung wurde eine 
Endpunktbestimmung unter gleichen Bedingungen angeschlossen. Alle Messwerte 
wurden in einer Dreifachbestimmung ermittelt und die Laktatkonzentration anhand der 
Eichkurve einer parallel gemessenen Standardreihe bestimmt. Diese bestand aus einer 
Verdünnungsreihe von 0 - 250 µg/ml Laktat, gelöst in Kulturmedium.   
 
2.2.6.2. Glukoseverbrauchsmessung (96-well-Mikrotiterplatte) 
 
Proben des aliquotierten Zentrifugats wurden 1 : 5 in glukosefreiem Medium verdünnt, 
wenn in Medien mit einer Ausgangskonzentration von 10 mM Glukose inkubiert wurde. 
Bei niedrigeren Ausgangskonzentrationen erfolgte die Glukosebestimmung mit unver-
Material und Methoden
 
 28 
dünnten Medien. Der enzymatische Glukosenachweis erfolgte in nachstehend aufge-
führten Testansätzen:  
Triethanolamin-Puffer 50 µl  
Probe 50 µl  
ATP-Lösung 10 µl 
Hexokinase-Arbeitslösung 5 µl 
G6PDH-Arbeitslösung 5 µl  
NADP-Lösung 10 µl  
Die Extinktion wurde unter gleichen technischen Bedingungen, wie bei der Laktat-
bestimmung, ermittelt. Die Glukosekonzentration wurde anhand der Eichkurve einer 
parallel mitgeführten Standardreihe (0 - 2 mM Glukose) ermittelt.  
 
2.2.6.3. Bestimmung der LDH-Aktivität 
 
Die Aktivitätsbestimmung erfolgte in einer Küvette durch Bestimmung der Extinktions-
veränderung pro Minute (dE/min) bei 340 nm und 37 °C. Hierbei wurde über 2 min im 
Intervall von 30 s die Extinktion von NADH in Testansätzen (1 ml) nachstehender Zu-
sammensetzung gemessen: 
LDH 0,375 U/ml 
NADH 0,2 mM 
Pyruvat 1 mM 
Oxamat (optional) 1 mM 
Carnosin (optional) 50 mM 
 
Bis auf Pyruvat wurden alle Bestandteile in NPP (0,1 M; pH 7,4) aufgenommen, für 
15 min inkubiert und nach Zugabe von Pyruvat wurde die Reaktion gestartet.  
 
2.2.7. Proteinbestimmung 
 
Um den Glukoseverbrauch und die Laktatbildung auf die Zellzahl zu normieren, wurden 
nach Abnahme des Überstandes aller Inkubationsansätze Proteinbestimmungen durch-
geführt. Dafür wurden die kultivierten Zellen nach gleichem Schema, wie unter 2.2.1. 
beschrieben, abgelöst und in 1,5-ml-Reaktionsgefäße überführt. Die Ansätze wurden 
nach Sedimentierung der Zellen bei 124 x g für 5 min und Abnahme der Überstande in 
eiskaltem Lysepuffer resuspendiert, um anschließend auf Eis mittels Ultraschall am 
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„Bioruptor“ für 7,5 min bei 200 W und einem Intervall von 30 s „an“ und 30 s „aus“ auf-
geschlossen zu werden. 
Es folgte eine Zentrifugation für 20 min bei 12.000 x g und 4 °C. Die abgenommenen 
Überstände dienten der Proteinbestimmung mittels „Pierce® 660 nm Protein Assay 
Reagent“. Hierfür wurden 10 µl Probe in einer transparenten 96-well-Mirkotiterplatte 
vorgelegt, 150 µl Reagent hinzugegeben und die Proteinkonzentrationen nach Inkuba-
tion von 10 min bei RT bestimmt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte an-
hand einer Eichreihe mitgeführter Standards von Rinderserumalbumin (BSA; 0 -
 1 mg/ml). Alle Proben unterlagen einer Dreifachbestimmung. 
 
2.2.8. Proteinisolierung aus kultivierten Zellen 
 
Für die Isolierung der Proteine wurden zuerst die Kulturüberstände entfernt und dann 
die Zellen zweimal mit eiskaltem Tris/KCl-Puffer gewaschen. Danach wurden die Zellen 
auf Eis mit einem Zellschabers in 1,8 ml Lysepuffer vom Flaschenboden abgeschabt 
und die Suspension in Aliquoten von 300 µl in vorgekühlte 1,5-ml-Reaktionsgefäße 
überführt. Der Zellaufschluss erfolgte am Bioruptor unter gleichen Bedingungen, wie in 
2.2.7. aufgeführt. Ihm folgte ein Zentrifugationsschritt für 20 min bei 12.000 x g und 
4 °C, bei dem das Sediment verworfen wurde, während  der Überstand in ein frisches, 
vorgekühltes Reaktionsgefäß überführt und mit dem dreifachen Volumen an eiskaltem 
Aceton durchmischt wurde. Nach Inkubation von mindestens 1 h bei -20 °C zur Präzipi-
tation der Proteine wurden diese bei 19.000 x g und 4 °C für 20 min sedimentiert. Die 
Überstände wurden dekantiert und die Präzipitate mit frischem, eiskalten Aceton gewa-
schen. Nach erneuter Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen wurde das Aceton 
quantitativ abgenommen und die Proteinpräzipitate bei RT für ca. 5 min luftgetrocknet. 
Getrocknete Proteine wurden, je nach weiterer Verwendung, in nachstehenden Puffern 
aufgenommen: 
- Harnstoff-Puffer   → qualitative Analyse in der 2D-GE; Western Blot 
- Rehydrationslösung → quantitative Analyse in der 2D-GE 
 
Zur besseren Resolvatisierung der Proteine wurden die Proben für 5 min bei RT im 
Ultraschallbad und anschließend für 20 min bei RT unter leichtem Schütteln im 
Thermomixer inkubiert. Nicht gelöste Proteine wurden danach für 5 min bei 12.000 x g 
sedimentiert und die Überstände in einem neuen Reaktionsgefäß gesammelt. Bei Pro-
teinproben, die in der 2D-GE analysiert werden sollten, erfolgten Proteinbestimmungen, 
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wie unter 2.2.8. beschrieben. Proben für die qualitative Analyse wurden in Harnstoff-
Puffer auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt. Für Proben zur quantitativen 
Analyse wurde 1 mg Protein in Rehydrationslösung aufgenommen. Das Volumen rich-
tete sich hierbei nach der Länge der zu hydrierenden Trockengele. IPG-Gele 
(Immobiline™DryStrips) mit einer Länge von 18 cm wurden in einem Volumen von 
340 µl und Gele der Länge von 24 cm wurden in einem Volumen von 450 µl rehydriert.   
Alle Proteinlösungen sind bei -80 °C gelagert worde n. 
 
2.2.9. Isoelektrische Fokussierung  (IEF; erste Dimension der 2D-GE) 
 
Analytische Gele: 
Die verwendeten IPG-Gele wurden nach Herstellerangaben in Rehydrationslösung über 
Nacht bei RT in einer Quellkassette (reswelling tray) quellen gelassen und auf einem 
Gelträger („Manifold“) platziert. Die IPG-Gele wurden mit Mineralöl (DryStrip Cover 
Fluid) überschichtet und die Probengefäße (sample cups) in der Nähe der Anode posi-
tioniert. Vorgefertigte Papierelektroden wurden in destilliertem Wasser angefeuchtet und 
auf die Enden der Gelstreifen gelegt. Der Kontakt zwischen Gelen und Elektroden 
wurde mittels Elektrodenbrücken hergestellt und die Proben aufgetragen. 
Die für die qualitative Analyse in Harnstoff-Puffer gelösten Proteinproben (siehe 2.9.) 
wurden auf Eis aufgetaut für 5 min bei 12.000 x g zentrifugiert und anschließend wurden 
100 µl (100 µg Protein) der Proteinlösung aufgetragen.  
Unter nachstehenden Bedingungen erfolgte die Auftrennung bei 20°C: 
 
18-cm-Gel Spannung Zeit 24-cm-Gel Spannung Zeit 
 500 V 1 h  500 V   1 h 
Gradient 1000 V 7 h Gradient 1000 V   8 h 
Gradient 8000 V 3 h Gradient 8000 V   3 h 
 8000 V 5 h  8000 V 10 h 
 
Präparative Gele: 
Proteine, die für eine präparative 2D-GE aufgetrennt wurden, sind mittels aktiver Re-
hydrierung der IPG-Gele aufgetragen worden. Hierbei wurden zunächst Rehydrationslö-
sung (Protein enthaltend; siehe 2.2.8.) und IPG-Gele in Gelstreifenhalter (strip holder) 
nach Herstellerangaben eingebracht, bevor diese für die IEF auf dem Gerät 
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(Ettan™ IPGphor II) positioniert und die Gele für 10 h bei 30 V aktiv rehydriert wurden. 
Nach dem Rehydrationsschritt wurden die Proteine unter gleichen Bedingungen wie 
analytische Gele aufgetrennt.  
 
2.2.10. SDS-PAGE (zweite Dimension der 2D-GE) 
 
Herstellung der Gele (26 x 20 x 0,15  cm): 
Die parallele Herstellung von sechs Großgelen für die SDS-PAGE wurde in einer dafür 
vorgesehenen Gießkammer realisiert. Hierfür wurden sechs Gelkassetten, durch 
Plastikscheiben voneinander getrennt, in die Gießkammer eingebaut. Für die SDS-
PAGE wurden in der 2D-GE immer 12,5 % PAA-Gele verwendet und in nachstehender 
Zusammensetzung hergestellt: 
Acrylamid (30 %) 250 ml 
Gelpuffer (4 x; pH 8,8) 150 ml 
SDS-Lösung 6 ml 
Reinstwasser 190 ml 
APS-Lösung 4 ml 
TEMED 0,5 ml 
Bevor frisch hergestellte APS-Lösung und TEMED zu der Gellösung gegeben wurde, ist 
diese für 20 min unter leichtem Rühren entgast worden. Danach wurde die Gellösung 
zügig auf 5 - 10 mm unterhalb des oberen Randes in die Gelkammer gegossen und an-
schließend mit Isopropanol überschichtet. Nach 2 h Polymerisation wurde das überste-
hende Isopropanol abgenommen und die Gele wurden mit Gel-Absetzlösung vorsichtig 
beträufelt. Für eine Lagerung über Nacht ist die Gelkassette mit PE-Folie bedeckt und 
bei 4 °C aufbewahrt worden. 
 
Einrichten der Elektrophorese-Einheit: 
Vor der Elektrophorese wurde 1 x Laemmli-Puffer als Anodenpuffer in die Elektropho-
resekammer gegeben und die Umwälzpumpe angeschaltet. Ein externer Thermostat 
(Ecoline RE 106), dessen Kühlsystem über einen Temperaturaustauscher mit der 
Elektrophoresekammer verbunden war, wurde zugeschaltet und das System für min-
destens 20 min auf 25 °C temperiert. 
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Äquilibrierung der IPG-Gele: 
Die IPG-Gele wurden nach der IEF in zwei Schritten für je 15 min auf einem Taumel-
schüttler äquilibriert. Dafür wurde für den ersten Schritt, kurz vor der Verwendung, 1 % 
(w/v) DTT und für den zweiten Schritt 2,5 % (w/v) Iodacetamid zur Äquilibrierlösung ge-
geben. Die Umpufferung erfolgte in dafür vorgesehenen Äquilibrierröhrchen. 
Elektrophorese: 
Nach der Äquilibrierung der fokussierten Gelstreifen wurden diese in Kathodenpuffer    
(2 x Laemmli-Puffer) getaucht, um anhaftendes Mineralöl aus der IEF zu entfernen. An-
schließend wurden die IPG-Gele auf die vorbereiteten Großgele in die Gelkassetten 
gelegt, mit einem Spatel positioniert und mit Agarose-Dichtungslösung überdeckt. Es 
war darauf zu achten, dass vor Erkalten der Agaroselösung ein luftblasenfreier Kontakt 
zwischen IPG-Gel und Großgel gewährleistet ist. Die Agaroselösung wurde zuvor für 
10 min auf 100 °C in einem Thermomixer erhitzt. Sol lte ein Molekulargewichtsmarker 
aufgetragen werden, wurde dieser vor Zugabe der Agaroselösung auf einen Papier-
streifen (Papierelektrode) gegeben und neben dem IPG-Gel auf dem Großgel positio-
niert. Nach Erkalten der Agaroselösung wurden die Gelkassetten in die Elektrophorese-
kammer überführt und das System zusammengebaut. Die SDS-PAGE erfolgte für 1 h 
bei 2 W/Gel und für 6 h bei 17 W/Gel. 
Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gelkassetten herausgenommen, die 
Gele aus den Kassetten entfernt und dabei das IPG-Gel mit der Agarose verworfen. Die 
Gele wurden vorsichtig in nachstehend aufgeführte Fixierlösungen überführt und bei 
8 °C bei geringer Rotation (Laborschüttler) über Na cht gelagert. 
 
 Fixierlösung 
Analytische Gele: 
 
Ethanol 
Essigsäure 
40 % (v/v) 
10 % (v/v) 
Präparative Gele: 
 
 
Ethanol 
Essigsäure 
Formaldehyd 
50 % (v/v) 
12 % (v/v) 
0,05 % (v/v) 
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2.2.11. Gelfärbung 
 
Die Detektion der Proteine in den 2D-Gelen erfolgte typischerweise mittels Silberfär-
bung, bei analytischen Gelen nach der Methode von Blum et al. (1987) und bei präpara-
tiven Gelen nach der Methode von Mortz et al. (2001). Die alternative Färbung von 
Proteinen mit Coomassie-Brilliant-Blau G-250 (Coomassie) erfolgte nach Neuhoff et al. 
(1988). 
 
2.2.11.1. Silberfärbung 
 
Sämtliche verwendeten Lösungen sind mit Reinstwasser hergestellt worden. Wenn nicht 
anderweitig angegeben, sind alle Schritte bei RT und geringer Rotation (Laborschüttler) 
durchgeführt worden.  
Nach Lagerung über Nacht in Fixierlösung, wurde diese entfernt und für 60 min bei RT 
durch eine frisch hergestellte Fixierlösung ersetzt. Anschließend wurden die Gele, wie in 
Tabelle 1 und Tabelle 2 beschrieben, gefärbt. 
 
 
 
Schritt Lösung Zeit 
Sensitivierung Ethanol 
Na2S2O3 
Glutaraldehyd 
Na-Acetat 
30 % (v/v) 
0,02 % (w/v) 
0,125 % (v/v) 
6,8 % (w/v) 
60 min 
Waschen Reinstwasser 5 x 10 min 
Silberfärbung AgNO3 
Formaldehyd 
0,25 % (w/v) 
0,015 % (v/v) 
60 min 
Waschen Reinstwasser 4 x 1 min 
Entwicklung Na2CO3 
Formaldehyd 
2,5 % (w/v) 
0,015 % (v/v) 
4 min 
Stoppen EDTA 1,46 % (w/v) 45 min 
Waschen Reinstwassser 2 x 10 min 
Konservierung Ethanol 10 % (v/v)  
Tabelle 1: Silberfärbung analytischer PAA-Gele. 
 
Material und Methoden
 
 34 
Schritt Lösung Zeit 
Fixierung Ethanol 20 % (v/v) 3 x 20 min 
Sensitivierung Na2S2O3 0,02 % (w/v) 5 min 
Waschen Reinstwasser 3 x 5 min 
Silberfärbung AgNO3 
Formaldehyd 
0,2 % (w/v) 
0,076 % (v/v) 
30 min 
Waschen Reinstwasser 4 x 1 min 
Entwicklung Na2CO3 
Na2S2O3 
Formaldehyd 
6 % (w/v) 
0,0004 % (w/v) 
0,05 % (v/v) 
4 min 
Stoppen Ethanol 
Essigsäure 
50 % (v/v) 
12  (v/v) 
≥ 3 min 
Waschen Reinstwassser 3 x 5 min 
Konservierung  
bei 8 °C 
Ethanol 10 % (v/v)  
Tabelle 2: Silberfärbung präparativer PAA-Gele 
 
2.2.11.2. Coomassie-Färbung 
 
Für die Coomassie-Färbung wurden die Gele ebenfalls über Nacht in Fixierlösung 
(analytische Gele) gelagert. Das Fixativ wurde abgenommen und durch eine 
Coomassie-Färbelösung ersetzt. 
Die Färbelösung setzte sich aus 80 % (v/v) der Coomassie-Färbelösung (Stammlösung) 
und 20 % Methanol zusammen. Die Gele verblieben solange in der Lösung bis keine 
Intensitätszunahme der Proteinpunkte (im Folgenden als Spots bezeichnet) mehr zu 
beobachten war. Die Färbung erstreckte sich auf sechs Tage. Nach der Färbung wur-
den die Gele mehrmals in Reinstwasser gewaschen, bis sämtliches überschüssiges 
Färbemittel entfernt war. Analytische Gele wurden anschließend zeitnah mittels eines 
ImageScanner™ am Computer eingelesen. 
 
2.2.12. Analyse der 2D-Gele 
 
Vor dem Einlesen der gefärbten Gele am ImageScanner™ im Durchlichtmodus wurde 
der Ethanol aus der Konservierungslösung durch zweimaliges Waschen mit Wasser für 
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30 min bei RT entfernt. Für alle analytischen Gele sind die gleichen Einstellungen ver-
wendet worden.  
Die weiterführende Analyse der Gele erfolgte am Computer mittels der Software 
„Image-Master 2D Platinum 6.0“.  
 
2.2.13. Tryptische Spaltung von Proteinen aus 2D-Gelen 
 
Die Extraktion von Proteinen aus PAA-Gelen erfolgte nach der Methode von 
Shevchenko et al. (2006). 
 
Ausschneiden von Gelstücken: 
Um ausgewählte Spots aus dem Gel herauszuschneiden, wurde das entwickelte Gel 
zuvor aus der Konservierungslösung genommen und gründlich gewässert. Während-
dessen wurden zur Aufnahme der Gelproben 0,5-ml-Reaktionsgefäße (Eppendorf AG) 
mit Acetonitril ausgespült. Für das Ausschneiden der Spots mit einem sterilen Skalpell 
wurde das Gel auf eine Kunststoffunterlage platziert und die extrahierten Gelstücke von 
ca. 1 mm Kantenlänge wurden in den vorbereiteten, luftgetrockneten Reaktionsgefäßen 
zerkleinert. Als Negativkontrolle wurde ein ungefärbtes Gelstück mitgeführt. 
Proteinproben, die für eine kommerzielle Identifizierung bestimmt waren, wurden in 1,5-
ml-Reaktionsgefäße (Eppendorf AG; ACN-gespült) überführt und bis zu ihrem Versand 
bei -20 °C gelagert. 
 
Entfärbung der Gelstücke: 
Hierfür wurde ein Gemisch, das zu gleichen Teilen aus den Entfärbelösungen 1 und 2 
bestand, auf die ausgeschnittenen Gelstücke gegeben. Unter mehrmaligem Schütteln 
und Mischen wurden die Proben bei RT für 15 min in der Entfärbelösung belassen, bis 
sich das Gel vollständig entfärbt hatte. Nach Abnahme der Lösung und mehrmaligem 
Waschen mit Lichrosolv® Wasser wurden die Gelstücke für 15 min in einer 
Waschlösung aus 50 mM NH4HCO3 und ACN (1 : 1) inkubiert. Nach weiterer Inkubation 
von 15 min in reinem ACN folgte für 10 min die Trocknung im Lyophilisator, nachdem 
das ACN verworfen wurde.  
 
In-Gel-Reduktion, -Alkylierung: 
Einer Inkubation von 30 min in einer 10 mM DTT-Lösung (in 100 mM NH4HCO3) folgte 
eine Inkubation von 10 min durch Zugabe von ACN im Überschuss. Alle Flüssigkeits-
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reste wurden entfernt und die Gelstücke wurden für weitere 20 min in einer 
55 mM Iodacetamid-Lösung (in 100 mM NH4HCO3) inkubiert. Nach erneuter Gabe von 
ACN (Überschuss) für 10 min wurden sämtliche Flüssigkeitsreste quantitativ entfernt 
und die Proben im Lyophilisator getrocknet. 
Vor einer nachfolgenden Spaltung der Proteinproben mit Trypsin konnten diese bis zur 
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert werden. 
 
In-Gel-Verdau der Proteine (tryptische Spaltung): 
Die zuvor reduzierten und alkylierten, trockenen Proteinproben wurden für 120 min mit 
einer Trypsin-Arbeitslösung gesättigt, wobei darauf zu achten war, dass die Gele, wäh-
rend sie quollen, nicht austrockneten. Die Trypsin-Lösung wurde mit NH4HCO3-Puffer 
überdeckt, bevor die Proteinproben über Nacht bei 37 °C für die enzymatische Spaltung 
inkubiert wurden. Um einen Temperaturgradienten und damit verbunden eine Kon-
denswasserbildung zwischen Gefäßboden und Gefäßdeckel zu vermeiden, wurden die 
Reaktionsgefäße in einem Heizschrank inkubiert. Nach der enzymatischen Spaltung der 
Proteine wurden die Gelstücke kurz zentrifugiert und der Überstand in einem separaten 
Reaktionsgefäß (ACN-gereinigt) gesammelt. Für eine massenspektrometrische Analyse 
wurde aus diesem Überstand ein Aliquot entnommen (Thomas et al., 2004). 
 
Extraktion der Peptidfragmente: 
Für die folgenden Schritte wurden MµltiFlex®-Pipettenspitzen verwendet, um Kontami-
nationen der Überstände mit Gelstücken zu vermeiden.  
Die Gelstücke wurden in Extraktionspuffer für einmal 60 min und einmal 30 min bei 
37 °C inkubiert und die Überstände jeweils mit der Trypsin-Lösung vereinigt. Nach wei-
terer Behandlung für 30 min mit ACN wurde auch dieser Überstand mit den gesammel-
ten Überständen vereinigt und anschließend im Lyophilisator getrocknet. Die trockenen 
Gelstücke wurden bei -20 °C gelagert, um eine Extra ktion notfalls wiederholen zu kön-
nen. 
Die getrockneten Peptidfragmente wurden für die massenspektrometrische Analyse ge-
reinigt, indem sie in geringem Volumen einer wässrigen Lösung (0,1 % TFA; 5 % 
Ameisensäure enthaltend) aufgenommen und über ZipTip®µ-C18-Pipettenspitzen gerei-
nigt wurden (Bauer und Krause, 2005). 
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2.2.14. MALDI-TOF-Analyse 
 
Die Peptidfragmente der tryptisch verdauten Proteine sind freundlicherweise am Institut 
für Biophysik der Medizinischen Fakultät untersucht worden. Alle anderen Proben wur-
den von der Firma TopLab GmbH in Martinsried untersucht. 
Die Peptide wurden mit dem Programm ProFound (Version 2004.01.26; genomic 
solution Ltd., GB) identifiziert und gegen die NCBI-Datenbank verglichen. 
 
2.2.15. Western-Blot-Analyse 
 
1D-GE (SDS-PAGE): 
Die Auftrennung der Proteinproben für eine anschließende Immundetektion erfolgte 
mittels vertikaler SDS-PAGE in einem „Mini Protean“-Elektrophoresesystem (Gelgröße: 
10 x 8 x 0,075 cm). Während einer Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe 2.2.7.) 
von Proben, die zuvor mittels Zentrifugalfiltern (Amicon®Ultra; 10 kDa) aufkonzentriert 
wurden, sind Trenngele in der dafür vorgesehenen Gießvorrichtungen (Mini Protean® 
System) hergestellt worden. Je nach Größe des untersuchten Proteins wurden Gele mit 
12 % und 18 % PAA in nachstehender Zusammensetzung verwendet: 
 
 12 % PAA-Gel 18 % PAA-Gel 
Trenngel-Puffer 
Acrylamidlösung (30 %) 
SDS-Lösung 
APS 
TEMED 
24,74 % (v/v) 
39,58 % (v/v) 
1 % (v/v) 
1 % (v/v) 
0,05 % (v/v) 
24,74 % (v/v) 
59,38 % (v/v) 
1 % (v/v) 
1 % (v/v) 
0,05 % (v/v) 
 
Als Sammelgel diente jeweils ein 4 % PAA-Gel mit 24,68 % (v/v) Sammelgel-Puffer, 
12,79 % (v/v) Acrylamidlösung, 1 % (v/v) SDS-Lösung, 0,5 % (v/v) APS und 0,1 % (v/v) 
TEMED. Vor dem Auftragen der Proteine auf das PAA-Gel wurden die Proben mit Pro-
benpuffer (4 x; pH 6,8) versetzt und für 5 min bei 95 °C erhitzt. Nachdem die Proben auf 
Eis abgekühlt waren, wurden diese kurz zentrifugiert und neben einem Molekular-
gewichtsmarker (Spectra™ Multicolor Low Range, Spectra™ Multicolor Broad Range 
Ladder) auf die Gele aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte für 10 min bei 100 V und 
bis zum Erreichen der Lauffront des unteren Gelendes (ca. 60 min) bei 150 V.  
Als Elektrophoresepuffer diente ein Laemmli-Puffer (1 x). 
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Nach der Elektrophorese wurden die Trenngele aus den Gelkassetten, unter Verwerfen 
der Sammelgele, mit einem Skalpell herausgeschnitten und für 5 min in BSN-Puffer 
(SDS enthaltend) äquilibriert. 
Währenddessen wurden pro Gel sechs zugeschnittene Filterpapiere in BSN-Puffer ein-
geweicht und eine PVDF-Membran für 1 min in Methanol getränkt. 
 
Western Blot: 
Der Western Blot wurde mittels eines Halbtrockenverfahrens (semi-dry) durchgeführt, 
bei welchem die Proteine vom PAA-Gel (SDS-PAGE) bei 15 V für 1,5 h auf die PVDF-
Membran übertragen wurden.  
Einer zweistündigen Blockierung bei RT in TBST (5 % BSA (w/v), 1 % FKS (v/v)), schloss 
sich die Inkubation mit dem primären Antikörper an. Diese erfolgte über Nacht bei 8 °C 
in einer Lösung gleicher Zusammensetzung, wie für sie zuvor für die Blockierung ver-
wendet wurde.  
 
Monoklonal-gegen-humanes-VBP1 1 : 1000 
Polyklonal-gegen-GTPBP9 1 : 1000 
Polyclonal-gegen-TALDO1 1 : 1000 
Monoclonal-gegen-humane-GAPDH 1 : 1500 
Polyclonal-gegen-ß-Aktin 1 : 4000 
Tabelle 3: Verdünnungen verwendeter primären Antikörper 
 
Immundetektion: 
Nach der Inkubation mit dem primären Antikörper wurde die PVDF-Membran dreimal für 
10 min bei RT in TBST gewaschen, bevor diese 1 h mit einem spezifischen sekundären 
Antikörper (Alkalische Phosphatase gekoppelt) inkubiert wurde. Nach weiteren drei 
Waschschritten wurde die Membran in AP-Puffer umgepuffert und die Proteinbanden 
wurden durch Nachweis der Alkalischen Phosphatase in AP-Färbelösung detektiert.  
 
Analyse der Proteinbanden: 
Nach Stoppen der Farbreaktion mit der Alkalischen Phosphatase, durch mehrmaliges 
Waschen der Membran in destilliertem Wasser, wurde die Membran vor der weiteren 
Verwendung zwischen zwei Filterpapieren getrocknet. Die Proteinbanden auf der tro-
ckenen Membran wurden mithilfe des ImageScanner™ im Aufsichtmodus eingelesen 
und mit dem Programm Phoretics 1D Quanitfier (v5.10) am Rechner quantifiziert. 
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2.2.16. Isolierung von RNA aus kultivierten Zellen 
 
Die RNA-Isolierung aus konfluenter Zellkultur erfolgte nach den Herstellerangaben des 
dafür verwendeten Extraktionssystems „RNeasy®Midi Kit“. Die Zellen wurden hierfür 
zweimal mit Hank´s -/- gewaschen, bevor sie in Extraktionspuffer (RNeasy®Midi Kit) 
mittels eines Zellschabers vom Boden der Zellkulturflasche geschabt und in ein 15-ml-
Zentrifugenröhrchen überführt wurden. Nachdem die Suspension mittels einer sterilen 
1-ml-Spritze (Kanülendurchmesser: 0,45 mm) durch mehrmaliges Aufziehen (10- bis 15-
mal) homogenisiert wurde, erfolgten die weiteren Schritte nach Herstellerangaben. Die 
Konzentration der extrahierten RNA wurde am „NanoDrop 1000“ gemessen und die La-
gerung der RNA erfolgte bei -80 °C.  
 
2.2.17. Reverse Transkription 
 
RNA wurde mithilfe von „ImProm-II Reverse Transcription System“ in komplementäre 
DNA (cDNA) umgeschrieben. Die Zusammensetzung der Reaktionsansätze erfolgte 
nach Herstellerangaben, wobei 1 µg RNA pro Ansatz unter folgenden Bedingungen für 
die Transkription verwendet wurde: 
Hybridisierung (annealing): 5 min 25 °C  
Elongation (extending): 1 h 42 °C  
Inaktivierung: 15 min 70 °C  
 
2.2.18. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Für eine Vervielfältigung gewünschter cDNA-Abschnitte in der PCR wurde der 
Taq PCR Core Kit verwendet. Die Primer wurden in einer Endkonzentration von 1 µM 
eingesetzt. Die optimale Hybridisierungstemperatur wurde im Vorfeld ermittelt. Nachste-
hend sind die optimierten Bedingungen aufgeführt, die für die PCR verwendet wurden: 
1. Denaturierung 2 min 95 °C  
2. Denaturierung 1 min 95 °C  
3. Hybridisierung 1 min 60 °C  
4. Elongation 1 min 72 °C  
5. Finale Elongation 10 min 72 °C  
Schritte 2 - 4 wurden in 30 Zyklen wiederholt. 
 
Material und Methoden
 
 40 
2.2.19. Agarose-Gelelektrophorese (horizontal) 
 
Für die Auftrennung und den Nachweis von DNA-Fragmenten, die in der PCR verviel-
fältigt wurden, sind 1,5 %ige Agarosegele verwendet worden. Hierfür wurde die Agarose 
in TAE-Puffer (0,5 x) in der Mikrowelle bis zur vollständigen Lösung erwärmt. Nachdem 
die Lösung auf ca. 60 °C abgekühlt war, wurde Ethid iumbromid (0,4 µg/ml) zugegeben 
und das Gel in einer vorbereiteten Gelkammer gegossen. Die DNA-Proben sind mit 
„Probenpuffer für DANN (5 x)" versetzt und bei 100 V aufgetrennt worden. Als Größen-
standard diente eine 100-bp-DNA-Leiter. Nach der Elektrophorese wurde das Gel in 
eine UV-Leuchtbox gelegt und mit einer integrierten Digitalkamera dokumentiert. Eine 
Auswertung der dokumentierten DNA-Banden erfolgte mit dem Programm 
Argus X.1 (Version 3.3.1.). 
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3. Ergebnisse 
 
 
3.1. Wirkung von Carnosin auf den intrazellulären ATP-Gehalt 
 
3.1.1. Zeitabhängigkeit Carnosin bedingter Abnahme des ATP-Gehalts 
 
In vorherigen Arbeiten (Renner et al., 2008) konnte gezeigt werden, dass Carnosin ver-
mindernd auf die Proliferationsrate und den intrazellulären ATP-Spiegel von Glio-
blastomzellen wirkt. Es stellte sich daher die Frage, ob der proliferationshemmende Ef-
fekt mit einem direkten Einfluss auf die Zellteilung oder einer verminderten Energiever-
sorgung zusammenhängt. Daher sollte an Zellen der Tumorzelllinie T98G untersucht 
werden, innerhalb welcher Zeiträume eine Wirkung von Carnosin auf die ATP-Konzen-
tration eintritt. Für diese Experimente wurden 2500 Zellen pro Napf einer 96-well-Zell-
kulturplatte ausgesät und über Nacht wachsen gelassen. Nach einem Medienwechsel 
unter Zugabe von 50 mM Carnosin wurden jeweils sechs unabhängig behandelte Zell-
ansätze für 30 min und 60 min inkubiert. Die ATP-Bestimmung erfolgte mittels 
CellTiterGlo®. 
 
 
 
Abbildung 5: Zeitabhängige Veränderung der ATP-Konzentration unter Einfluss von Carnosin.  
Die ATP-Konzentration wurde mittels CellTiterGlo® in jeweils sechs unabhängigen 
Ansätzen ermittelt (** p < 0,001). (Referenz: Kontrollwert bei t0) 
 
Bereits nach 30 min konnte in Zellen, die mit 50 mM Carnosin inkubiert worden waren, 
eine Abnahme der ATP-Konzentration auf 43,08 % ± 3,85 % (Abb. 5) und nach 60 min 
auf 40,58 % ± 2,44 % im Vergleich zu Kontrollzellen nachgewiesen werden. Damit 
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen einer 30minütigen und einer 
60minütigen Inkubation ermittelt werden, sodass es sich hier um einen schnell einset-
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zenden Effekt des Carnosins handelt. An dieser Stelle sei angemerkt, dass ein Medien-
wechsel in den ersten vier Inkubationsstunden eine generelle Abnahme der ATP-
Konzentration bewirkt, was keinen Einfluss auf den Carnosineffekt hat. 
 
3.1.2. Unterscheidung der ATP-Synthese durch oxidative Phosphorylierung und 
Glykolyse unter Einfluss von Carnosin. 
 
Oxidative Phosphorylierung: 
Ausgehend von der schnellen Abnahme der intrazellulären ATP-Konzentration nach 
Zugabe von Carnosin, stellte sich die Frage, worauf dieser Effekt beruht. Da ATP in der 
Zelle hauptsächlich über die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien und die 
Glykolyse im Zytosol bereitgestellt wird, sollte geklärt werden, ob eine Beeinflussung 
dieser Stoffwechselwege durch Carnosin vorliegt. Dafür wurde der ATP-Gehalt in T98G 
in Anwesenheit von einem Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung, Inhibitoren der 
Elektronentransportkette sowie ein Inhibitor der sauerstoffunabhängigen Glykolyse be-
stimmt.  
Zu Beginn dieser Untersuchungen wurden Zellen von T98G mit dem Entkoppler DNP 
(2,4-Dinitrophenol) inkubiert. DNP besitzt für Protonen ionophore Eigenschaften 
(Kessler et al., 1976) und baut aufgrund dieser amphiphilen Eigenschaften an der inne-
ren Mitochondrienmembran den durch die Atmungskette aufgebauten Protonengradient 
ab. Die Protonengradienten-abhängige F0F1-ATP-Synthase (Komplex V) kommt da-
durch zum Erliegen und es kann über die Atmungskette im Mitochondrium kein ATP 
gebildet werden. 
Für die Untersuchung zur Wirkung des DNP wurden 5000 Zellen pro Napf einer 96-well-
Zellkulturplatte ausgesät, über Nacht wachsen gelassen und anschließend für 24 h in 
jeweils sechs separaten Ansätzen mit DNP und Carnosin inkubiert. In der Literatur sind 
sowohl für in-vitro-Versuche (Parker, 1965), als auch für in-vivo-Versuche (Desquiret 
et al., 2006) Konzentrationen von 10 - 50 µM DNP zur Entkopplung der mitochondrialen 
Atmungskette beschrieben. Deshalb wurde in Vorversuchen der ATP-Gehalt in einem 
Konzentrationsbereich von 0 - 50 µM DNP an Zellen von T98G, ohne Zugabe von Car-
nosin bestimmt (Abb. 6). Da sich keine signifikante Abnahme des ATP-Spiegels nach-
weisen ließ, wurden im Folgenden DNP-Konzentrationen von 0 -100 µM bei Inkuba-
tionszeiten von 24 h verwendet (Abb. 7). DNP-Konzentrationen bis 100 µM hatten kei-
nen Einfluss auf die ATP-Konzentrationen in den Inkubationsansätzen. Carnosin hin-
gegen zeigte in diesen Experimenten einen ähnlich vermindernden Effekt auf den ATP-
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Gehalt (63,52 ± 3,51%; 56,32 ± 2,57 %), wie in Inkubationsansätzen, die nicht mit dem 
Entkoppler behandelt wurden (61,90 ± 4,24 %) (Abb. 7). 
Erst ab Konzentrationen von 250 µM DNP konnte eine Abnahme des ATP auf 
80,02 ± 2,47 % festgestellt werden (Daten nicht gezeigt), wobei sich auch hier eine 
ATP-Abnahme bei Carnosin-behandelten Zellen nachweisen ließ (72,20 ± 2,43 % der 
Kontrollen). 
   
 
 
Da DNP sich schlecht in Wasser bzw. PBS löste, wurde es in DMSO aufgenommen 
(Stammlösung: 10 mM DNP in 10 % DMSO; v/v). Um einen Einfluss des Lösungsmittels 
auf die beschriebenen Experimente auszuschließen, wurde in Vorversuchen unter äqui-
valenten Bedingungen der zelluläre ATP-Gehalt in Abhängigkeit von DMSO-Konzentra-
tionen bis zu 1 % (v/v) im Kulturmedium ermittelt (entspricht 1 mM DNP). Der ATP-
Gehalt in Zellen, die mit DMSO inkubiert wurden, lag bei 98,59 ± 2,99 % (0,5 -
1 % DMSO) im Vergleich zu DMSO-freien Ansätzen und verringerte sich nicht signifi-
kant im Vergleich zu mitgeführten Kontrollansätzen (Daten nicht gezeigt). 
Da sich bei DNP-Konzentrationen bis zu 100 µM keine Effekte auf den ATP-Spiegel 
nachweisen ließen, sollte zusätzlich überprüft werden, ob durch Inhibition der Elektro-
nentransportkette eine Wirkung auf die ATP-Konzentration erzielt wird. Dafür wurde 
KCN als Inhibitor der Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV) verwendet. Für diese Versu-
che wurden die Ansätze in beschriebener Weise (5000 Zellen pro Napf) vorbereitet und 
nach Absetzen der Zellen über Nacht für 24 h in Kulturmedium inkubiert. Frisches KCN 
wurde in Kulturmedium in einer Konzentration von 2 mM gelöst, steril filtriert und an-
schließend auf verwendete Konzentrationen im Kulturmedium eingestellt. Carnosin ist in 
Endkonzentrationen von 50 mM aus einer 1M-Stammlösung in die jeweiligen Ansätze 
Abbildung 6: ATP-Gehalt in Zellen von T98G bei 
steigender DNP-Konzentration im Kulturmedium. 
Die Ansätze wurden 24 h in Abwesenheit von 
Carnosin inkubiert. (Kontrolle: ohne DNP) 
Abbildung 7: ATP-Gehalt in Zellen von T98G nach 
24-h-Inkubation in Anwesenheit von Carnosin und 
DNP. (Kontrolle: ohne DNP, ohne Carnosin) 
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gegeben worden. Kontrollen, die ohne Carnosin inkubiert wurden, ist ein gleiches Volu-
men einer NaCl-Lösung (0,9 %) zugefügt worden. Die Versuche zeigten, dass auch bei 
Anwesenheit von 1 mM KCN in den Kulturansätzen mit T98G keine Verminderung des 
ATP-Gehaltes, im Vergleich zu KCN freien Zellkulturen, festgestellt werden kann 
(Abb. 8). Der Effekt von Carnosin auf den ATP-Gehalt blieb jedoch erhalten. Auch für 
KCN als Inhibitor wurden im Vorfeld verschiedene Konzentrationen (0 - 2 mM) an Zellen 
von T98G getestet, um für die Versuche Konzentrationen zu verwenden, bei denen der 
ATP-Gehalt der Zellen abnimmt, ohne die Zellen dabei zu nekrotisieren. Es konnte aber 
in dem untersuchten Konzentrationsbereich unter beschriebenen Versuchsbedingungen 
keine ATP-Abnahme nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren wurde 
in Vorversuchen untersucht, ob ein Effekt von KCN aufgrund einer zu langen Inkuba-
tionszeit ausbleibt, in der andere ATP-bildende Stoffwechselwege diesen kompensie-
ren. Dafür wurden Zellen von T98G unter den beschriebenen Bedingungen behandelt 
und für 2 h, 4 h und 6 h inkubiert. Mit Carnosin behandelte Zellen wiesen gegenüber 
unbehandelten Zellen auch hier einen entsprechend verminderten ATP-Gehalt auf. In 
den ersten vier Inkubationsstunden wurde ein generelles Absinken des ATP-Gehaltes 
im Vergleich zum Zeitpunkt t0 festgestellt. Dabei unterschieden sich die ATP-Konzen-
trationen von KCN-unbehandelten Zellen (58,63 ± 6,24 % von t0) nicht signifikant zu 
denen, die in KCN-behandelten Zellen (61,87 ± 7,36 % von t0) gemessen wurden.  
Eine Unwirksamkeit des verwendeten KCN unter den obigen Versuchsbedingungen 
konnte durch parallele Versuche mit Hepatozyten einer Spraque-Dawley Ratte ausge-
schlossen werden. Dazu wurden 5000 frisch isolierte Hepatozyten pro Napf einer kolla-
genierten 96-well-Zellkulturplatte ausgesät und auf gleiche Weise wie Zellen von T98G 
behandelt und inkubiert. Bereits bei einer Konzentration von 0,5 mM KCN in den Ansät-
zen mit Hepatozyten konnte nur noch ein ATP-Gehalt von 12,22 ± 1,45 %, im Vergleich 
zu Kontrollansätzen gemessen werden (Abb. 9). Dies zeigt, dass die ATP-Konzentration 
der Hepatozyten schon bei niedrigeren Dosen an KCN eindeutig durch den Inhibitor ver-
ringert wird. 
Ergebnisse
 
 45 
   
Abbildung 8: ATP-Gehalt in Zellen von T98G 
unter dem Einfluss von 1 mM KCN nach Inkuba-
tion von 24 h. (Kontrolle: ohne KCN, ohne Carno-
sin); * * - p < 0,001 
Abbildung 9: ATP-Gehalt in frisch isolierten 
Hepatozyten (Ratte) nach 24-h-Inkubation unter 
dem Einfluss aufsteigender KCN-Konzentrationen. 
(Kontrolle: ohne KCN) 
 
Es wurde auch KCN anderer Hersteller getestet, wobei aber kein Unterschied zu den 
beschriebenen Versuchen festgestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Die ausblei-
bende Wirkung von KCN auf den ATP-Spiegel bei der Glioblastomzelllinie T98G wurde 
anschließend auch an sechs primären Zellkulturen festgestellt, die zuvor aus humanem 
Tumorgewebe generiert wurden (Tab. 4). Der Effekt des Carnosins variiert von Zelllinie 
zu Zelllinie zwischen 67,78 % und 84,41 % verglichen mit parallel untersuchten, unbe-
handelten Zellen (Kontrollen). Die ATP-verringernde Wirkung bei allen untersuchten 
Zelllinien ist dennoch signifikant (Tab. 4). KCN bewirkt auch bei den untersuchten, pri-
mären Zelllinien keine signifikante Abnahme des ATP-Gehalts. 
 
(%) (% der Kontrolle) Zelllinie Kontrolle 
 50 mM 
Carnosin 
p 
1 mM KCN 
50 mM  
Carnosin 
p 
08/08 100 ± 4,69 68,57 ± 3,75 < 0,001 103,02 ± 4,94 72,54 ± 4,27 < 0,001 
09/08 100 ± 1,74 76,95 ± 3,50 < 0,001 100,26 ± 5,26 85,00 ± 2,09 < 0,002 
12/08 100 ± 6,40 82,61 ± 3,81 < 0,002 108,63 ± 7,42 91,27 ± 6,85 < 0,007 
16/08 100 ± 1,46 73,63 ± 4,80 < 0,001 99,56 ± 8,24 81,73 ± 3,53 < 0,003 
18/08 100 ± 3,46 84,41 ± 2,58 < 0,001 98,06 ± 0,96 84,09 ± 3,67 < 0,001 
19/08 100 ± 2,29 67,78 ± 3,29 < 0,001 94,84 ± 4,09 68,54 ± 4,47 < 0,001 
 
Tabelle 4: Wirkung von Carnosin auf den ATP-Gehalt primärer Glioblastomzelllinien in An- und Abwesen-
heit von 1 mM KCN. Die Zellen wurden 24 h inkubiert und stammen alle aus der zweiten und 
dritten Passage der Zellkultur. 
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Glykolyse: 
Da weder die Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung durch DNP noch die Hem-
mung durch KCN zu einer Abnahme der zellulären ATP-Konzentration führte, wurde im 
Folgenden untersucht, ob die Hemmung der sauerstoffunabhängigen Glykolyse zu einer 
Beeinflussung des ATP-Gehalts führt. Die Laktatdehydrogenase (LDH), die die Bildung 
von Laktat und NAD+ aus Pyruvat und NADH katalysiert, wird für die Reoxidation von 
Reduktionsäquivalenten bei sauerstoffunabhängig ablaufender Glykolyse benötigt. In 
den weiteren Untersuchungen sollte daher zunächst festgestellt werden, ob eine Hem-
mung der LDH, als Schlüsselenzym des sauerstoffunabhängigen Glukosestoffwechsels, 
mit dem kompetitiven Inhibitor Oxamat eine Verringerung der zellulären ATP-Konzen-
tration bewirkt und somit die LDH einen entscheidenden Einfluss auf den Energiehaus-
halt dieser Tumorzellen hat. Parallel sollte dabei untersucht werden, ob dies mit einer 
Veränderung des Carnosineffektes auf den ATP-Gehalt einhergeht. 
Für die Hemmung der LDH wurden Oxamatkonzentrationen von 5 mM und 10 mM ein-
gesetzt. In Vorversuchen konnte bei einer Konzentration von 5 mM Oxamat im Kultur-
medium schon nach einer Stunde ein Abfall der ATP-Konzentration auf 63,91 ± 4,64 % 
nachgewiesen werden, weshalb auf höhere Konzentrationen von 15 mM - 50 mM, wie 
sie in der Literatur beschrieben sind (Schurr und Payne, 2007; Si et al., 2009; Zhao et 
al., 2009), verzichtet wurde. Somit wurden für die Bestimmung der ATP-Konzentration, 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von Oxamat und Carnosin im Kulturmedium, die Zellen in 
üblicher Weise für 24 h inkubiert. Die Hemmung der LDH durch 5 mM Oxamat im 
Kulturmedium bewirkt eine Abnahme des ATP auf 34,34 ± 2,55 % im Vergleich zu Kon-
trollen, die ohne Oxamat inkubiert wurden (Abb. 10). Gleichzeitig konnte bei Zellen, die 
mit 5 mM Oxamat inkubiert wurden, keine weitere signifikante Abnahme des ATP fest-
gestellt werden (Abb. 10). 
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Abbildung 10: Senkung der ATP-Konzentration in Zellen von T98G durch Hemmung der LDH mit 
Oxamat. Carnosin hat nach 24-h-Inkubation keinen zusätzlichen Effekt auf die ATP-
Konzentration. (Referenz: Kontrolle bei t0 ohne Oxamat, ohne Carnosin);* * - p < 0,001; 
n. s. = nicht signifikant 
 
Die Inkubation mit 10 mM Oxamat im Kulturmedium bewirkt eine Abnahme der ATP-
Konzentration auf 27,26 ± 2,32 % (Abb. 10). Untersuchungen auf den ATP-Spiegel 
primärer Zelllinien, die schon für die Versuche zur Wirkung von KCN herangezogen 
wurden, zeigten bei Inkubation mit 5 mM Oxamat für 24 h ähnliche Resultate (Tab. 5). 
 
  Zelllinie Kontrolle (%) 
 50 mM 
Carnosin 
5 mM Oxamat 
(% der Kontrolle) 50 mM  
Carnosin 
08/08 100 ± 4,69 68,57 ± 3,75 65,13 ± 4,94 62,00 ± 3,59 
09/08 100 ± 1,74 76,95 ± 3,50 26,40 ± 1,95 26,62 ± 0,94 
12/08 100 ± 6,40 82,61 ± 3,81 44,86 ± 1,56  44,91 ± 3,81 
16/08 100 ± 1,46 73,63 ± 4,80 25,90 ± 0,37 24,66 ± 1,31 
18/08 100 ± 3,46 84,41 ± 2,58 26,58 ± 1,81 26,68 ± 5,45 
19/08 100 ± 2,29 67,78 ± 3,29 21,71 ± 1,15 20,12 ± 1,42 
 
Tabelle 5: Senkung der ATP-Konzentration durch 5 mM Oxamat in primären Glioblastomzelllinien. 
Carnosin hat keinen zusätzlichen Effekt auf die Abnahme des ATP (n = 5). 
 
Um festzustellen, dass es sich hier um einen Tumorzell-spezifischen Effekt handelt, 
wurden als Negativkontrolle zum „Oxamat-Effekt“ frisch isolierte Hepatozyten einer 
Maus (C57Bl/6) auf gleiche Weise wie die Tumorzelllinien kultiviert und mit 5 mM Oxa-
mat für 24 h inkubiert. Bei diesem Versuch konnte kein signifikanter Unterschied in der 
ATP-Konzentration von Kontrollzellen und von mit Oxamat behandelten Zellen festge-
stellt werden (96,93 ± 9,11 % der Kontrolle; n = 6). 
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3.1.3. Einfluss von Carnosin auf die Aktivität von LDH-1 und LDH-5 
 
Da der „Carnosin-Effekt“ bei Hemmung der LDH mittels Oxamat nicht auftrat, sollte 
untersucht werden, ob sich eine direkte Wechselwirkung dieses Enzyms mit Carnosin 
nachweisen lässt. Dafür wurde die Aktivität von LDH-1 (LDH-B, Herz-Typ) und LDH-5 
(LDH-A, Muskel-Typ), in An- und Abwesenheit von 50 mM Carnosin und 1 mM Oxamat, 
in einem klassischen optischen Test bestimmt. Nach Zugabe von NADH und Pyruvat 
wurde die Extinktionsabnahme (Umsatz von NADH zu NAD+) bei 340 nm für 2 min 
gemessen und die resultierende Extinktionsdifferenz (∆E) zwischen den einzelnen 
Ansätzen verglichen. Weder bei der LDH-1 (Kontrolle: 100 ± 3,71 %; 50 mM 
Carnosin: 92 ± 5,26 %), noch bei der LDH-5 (Kontrolle: 100 ± 10,47 %; 50 mM 
Carnosin: 79 ± 18,29 %) konnte ein signifikanter Unterschied in der Extinktionsdifferenz 
zwischen Kontrollansätzen (ohne Carnosin) und Ansätzen mit 50 mM Carnosin fest-
gestellt werden (Abb. 11). 1 mM Oxamat hingegen inhibierte auch hier die Reaktion der 
LDH und bewirkte eine Abnahme des Stoffumsatzes auf 17,91 ± 2,08 % (LDH-1) und 
13,14 ± 2,53 % (LDH-5).  
 
 
Abbildung 11: Einfluss von 50 mMCarnosin auf die Aktivität der LDH-1 und der LDH-5 bei Ab- und An-
wesenheit von 1 mM Oxamat. Es wurde die Extinktionsabnahme bei 340 nm (NADH-
Verbrauch) über 2 min gemessen. (n = 12) 
 
Zusätzliches Carnosin im Reaktionsansatz hatte keinen weiteren Einfluss auf die Re-
aktion (Abb. 11). Ein scheinbarer Effekt des Carnosins auf die Extinktion und damit auf 
die Aktivität der LDH-5 konnte in zusätzlichen Messungen nicht bestätigt werden. Die 
generell höheren Schwankungen in der Extinktion der LDH-5 bei Anwesenheit von 
Carnosin kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden. 
Eine direkte Wechselwirkung von Carnosin mit der LDH erwies sich damit als unwahr-
scheinlich. 
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3.1.4. Abhängigkeit des ATP-Gehalts kultivierter Zellen von der Glukose-
konzentration 
 
Die bisher beschriebenen Untersuchungen weisen stark darauf hin, dass die ATP-Syn-
these in den hier untersuchten Zellen kaum durch die oxidativen Phosphorylierung, 
sondern durch die Glykolyse bestimmt ist. Dieser Prozess wird durch Carnosin negativ 
beeinflusst. Aufgrund der Abhängigkeit dieser Zellen von der Glykolyse sollte untersucht 
werden, wie stark die Abhängigkeit von Glukose als Substrat für die Glykolyse und für 
den ATP-Haushalt ist. Zunächst wurde überprüft, ob sich eine Herabsetzung der Gluko-
sekonzentration im Kulturmedium von 4,5 g/l Glukose auf 1 g/l Glukose auf den ATP-
Gehalt und den ATP-senkenden Effekt von Carnosin auswirkt. Für diese Versuche wur-
den Zellen von T98G auf übliche Weise in 96-well-Zellkulturplatten für 24 h inkubiert und 
danach die ATP-Konzentration bestimmt. Die Verringerung von 25 mM Glukose (4,5 g/l) 
auf 5 mM Glukose (1 g/l) im Kulturmedium bewirkte aber keine Unterschiede in den 
ATP-Konzentrationen (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurden die Zellen aus 
Glukose-supplementiertem Kulturmedium in glukose- und pyruvatfreies Medium 
(Neurobasal™; Invitrogen GmbH) überführt. Das verwendete Medium wurde mit übli-
chen Konzentrationen an FKS (10 %, v/v), Penicillin (30 µg/ml), Streptomycin (50 µg/ml) 
und verschiedenen Konzentrationen an Glukose (0 -1 g/l) supplementiert (Abb. 12). 
 
 
 
Abbildung 12: Abhängigkeit des ATP-Gehalts von der Glukosekonzentration. Zellen von T98G wurden 
für 24 h mit und ohne Carnosin inkubiert. (Referenz: Kontrolle; 1 g/l Glucose) 
 
Eine Verringerung der Glukosekonzentrationen im Kulturmedium bis auf 0,5 g/l 
(2,5 mM) bewirkte keine signifikanten Veränderungen der gemessenen ATP-Gehalte 
(Abb. 12). Erst ab einer Glukosekonzentration von 0,25 g/l (1,25 mM) konnte eine Sen-
kung der ATP-Konzentration auf 58,00 ± 10,24 % der Normalansätze (4,5 g/l Glukose) 
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nachgewiesen werden. Eine weitere Senkung auf 0,1 g/ l Glukose (0,5 mM) im Kultur-
medium bewirkte eine Abnahme des ATP-Spiegels auf 11,40 ± 2,32 %. Bei Glukose-
konzentrationen von 0,5 g/l verringerte sich die Wirkung von Carnosin auf die ATP-
Konzentration um 14,97 % auf 80,63 ± 7,68 % der Kontrollen, stieg bei 0,25 g/l Glukose 
auf 57,97 ± 6,24 % allerdings wieder an, und war bei der niedrigsten verwendeten Glu-
kosekonzentration von 0,1 g/l nicht mehr nachweisbar (Abb. 12). In Versuchen bei de-
nen das Kulturmedium neben Glukose in den angegebenen Konzentrationen zusätzlich 
5 mM Pyruvat enthielt, wurden bei Glukosekonzentrationen von weniger als 0,25 g/l hö-
here ATP-Konzentrationen gemessen, als in Ansätzen ohne Pyruvat (Abb. 13). Carno-
sin bewirkte aber auch bei diesen Ansätzen keine signifikanten Unterschiede in der 
ATP-Konzentration, verglichen mit den Kontrollen. 
 
 
Abbildung 13: ATP-Gehalt von T98G bei aufsteigender Glukosekonzentration im Kulturmedium,  
(A) ohne Pyruvat und (B) mit 5 mM Pyruvat, nach 24-h-Inkubation.  
(Kontrolle: 1 g/l Glukose; ohne Pyruvat) 
 
Detailliertere Untersuchungen zeigten, dass Pyruvat eine Erhöhung des ATP-Gehalts 
bewirkt, wenn Glukose nur in geringsten Konzentrationen (0 - 0,1 g/l) supplementiert ist 
(Abb. 13B). Steigt die Glukosekonzentration aber darüber hinaus, kommt es zu einem 
gegenläufigen Effekt und der ATP-Gehalt ist niedriger, als in Zellen die nicht mit Pyruvat 
inkubiert werden. So bewirkt Pyruvat bei 0,1 g/l Glukose im Kulturmedium eine Erhö-
hung des ATP-Spiegels um 15,33 % auf 26,73 ± 3,92 % gegenüber Ansätzen, denen 
kein Pyruvat zugegeben wird. Der ATP-Gehalt vermindert sich hingegen in Pyruvat-
supplementierten Ansätzen mit 1 g/l Glukose um 29,28 % auf 70,72 ± 6,59 %. Bei die-
sen Inkubationsansätzen (1 g/l Glukose; 5 mM Pyruvat) bewirken 50 mM Carnosin eine 
Abnahme des ATP-Gehalts auf 62,95 ± 5,18 % der mitgeführten Kontrollen, die sich 
nicht signifikant von Ansätzen unterscheiden, welche ohne Pyruvat inkubiert werden.  
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Neben der Zugabe von Pyruvat wurde untersucht, ob die Zugabe einer Glutaminquelle 
(Glutamax™; L-Alanyl-L-Glutamin) ebenfalls die ATP-Konzentration beeinflusst. Diese 
Versuche ergaben keine Unterschiede nach Inkubation in glutaminhaltigen und gluta-
minfreien Medien bezüglich der festgestellten ATP-Konzentration (Daten nicht gezeigt). 
 
3.2. Glukoseverbrauch und Laktatbildung in T98G unter dem Einfluss von 
Carnosin 
 
In den zuvor beschriebenen Untersuchungen stellte sich heraus, dass die untersuchten 
Glioblastomzellen einerseits durch Hemmung der mitochondrialen Elektronentransport-
kette und durch Entkopplung der ATP-Synthese nicht in ihren ATP-Konzentrationen be-
einflusst werden, andererseits aber durch Hemmung der LDH in ihrer Vitalität beein-
trächtigt werden und stark von der Glukose als Energiequelle abhängen. Aus diesem 
Grund sollte in den folgenden Versuchen bestimmt werden,  ob Carnosin einen Einfluss 
auf die Laktatbildung und auf den Glukoseverbrauch hat. Dafür wurde ein klassischer, 
einfacher optischer Test, zur Bestimmung der LDH-Aktivität, und ein gekoppelter, opti-
scher Test, zur Bestimmung der Hexokinase-Aktivität über Nachweis der Glukose-6-
phosphat-Dehydrogenase-Aktivität (G6PDH), für die Analyse in Mikrotiterplatten adap-
tiert. Dafür musste in Vorversuchen bestimmt werden, welche Konzentrationen an Glu-
kose im Inkubationsmedium benötigt werden, um eine messbare Abnahme der Glukose 
zu erzielen. Hierbei richteten sich die Untersuchungen nach den Ergebnissen, die unter 
3.1.4. beschrieben sind. Es wurden in Vorversuchen Molaritäten von 2,5 mM, 5 mM und 
10 mM Glukose verwendet. Hierbei konnte nur das höchst konzentrierte Medium zu ei-
ner Analyse herangezogen werden, da in den niederkonzentrierten Kulturmedien, auf 
Grund der hohen Zellzahl (100.000 Zellen) nach 24 h, keine oder nur noch minimale 
Mengen an Glukose nachgewiesen werden konnten (Daten nicht gezeigt). Es wurde für 
die weiteren Untersuchungen immer mit 10 mM Glukose im Kulturmedium inkubiert. Um 
die Extinktionswerte, die sich aus dem gebildeten NADH (Laktat-Messung) und dem 
gebildeten NADPH (Glukosemessung) generierten, quantifizieren zu können, wurden 
Standardreihen für Laktat und Glukose ermittelt, die den Anspruch der Linearität erfüll-
ten (Abb. 14). 
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Abbildung 14: Linearer Anstieg der Extinktionen in Standardreihen von (A) Glukose (0 – 2 mM) in 
 Kulturmedium und (B) Laktat (0 - 250 µg/ml; ~2,6 mM) in Kulturmedium. Alle 
 Messwerte wurden durch Dreifachbestimmung ermittelt. 
 
Dabei wurden die Substratkonzentrationen so gewählt, dass der Standard mit der 
höchsten Substratkonzentration die optische Dichte von 1 nicht überstieg. In den Vor-
versuchen wurde mittels der verwendeten Standardreihen überprüft, ob 50 mM Carno-
sin einen Einfluss auf die enzymatische Reaktion besitzt. Sowohl für die Glukose-
bestimmung, als auch für die Laktatbestimmung konnte kein signifikanter Unterschied in 
der Extinktion zu Proben, die kein Carnosin enthielten, festgestellt werden (Daten nicht 
gezeigt). Um bei Inkubationen von 24 h Unterschiede in den Extinktionen durch unglei-
che Zellzahlen auszuschließen, wurde bei allen Inkubationsansätzen die Protein-
konzentration der inkubierten Zellen bestimmt und die ermittelten Glukosekonzentra-
tionen beziehungsweise Laktatkonzentrationen auf die Proteinmenge bezogen. 
 
 
 
Abbildung 15: Vergleich von Glukoseverbrauch und Laktatbildung innerhalb von 24 h an Zellen von 
 T98G. A: Stoffmengen pro Protein; B: Verhältnis von gebildeter (Laktat) und ver- 
 brauchter Stoffmenge (Glukose). n = 12 
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Nach Inkubationen von 24 h konnte sowohl bei Messung des Glukoseverbrauchs, als 
auch bei der Laktatbildung kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollzellen und 
Zellen, die mit 50 mM Carnosin inkubiert wurden, festgestellt werden (Abb. 15A). Bei 
Bestimmung des Stoffmengenverhältnisses (mol/mol) gebildeten Laktats und ver-
brauchter Glukose ergab sich ein Wert von 2,20 ± 0,62 bei Kontrollzellen und 
2,66 ± 0,84 bei Carnosin-behandelten Zellen, der sich nicht signifikant von dem der 
Kontrollen unterschied (Abb. 15B). Um auszuschließen, dass der ausbleibende Effekt 
auf Glukoseverbrauch und Laktatbildung Ursache einer zeitabhängigen Gegenregula-
tion der Carnosin-behandelten Zellen ist, wurden auch Kurzzeitexperimente von 1 h und 
4 h gemacht. Aber auch bei diesen Experimenten konnte kein signifikanter Unterschied 
zwischen den verschieden inkubierten Zellansätzen nachgewiesen werden (Daten nicht 
gezeigt). 
 
3.3. Einfluss von Carnosin auf das Proteom von T98G 
 
Bei den zuvor beschriebenen Untersuchungen zur Glykolyse und der oxidativen 
Phosphorylierung in den Glioblastomzelllinien konnte kein direkter Wirkungsort von 
Carnosin identifiziert werden. Auch die Arbeitshypothese, Carnosin habe einen Einfluss 
auf die LDH-Aktivität, konnte nicht bestätigt werden. Da aber trotzdem eine Wirkung von 
Carnosin auf das Proliferationsverhalten (Renner et al., 2008) und die ATP-Synthese 
eindeutig belegt ist, wurden im Weiteren systematische Untersuchungen in Angriff ge-
nommen. Hierfür wurde die Methode der zweidimensionalen Gelelektrophorese (2D-
GE) herangezogen.  
 
3.3.1. Optimierung der Bedingungen für die 2D-Gelelektrophorese 
 
Für eine optimale Analyse von 2D-Gelen ist die Auftrennung der Proteine in der ersten 
Dimension, die isoelektrische Fokussierung (IEF), eine entscheidende Größe. Da für 
Proteinextrakte aus T98G keine Daten zum Verhältnis von Proteinen mit saurem, neut-
ralem und alkalischem pI zur Verfügung standen, wurden zu Anfang immobilisierte pH-
Gradienten (IPG´s) für die Auftrennung gewählt, die einen breiten pH-Bereich von pH 3 - 
pH 10 abdecken. Bei der Auftrennung in diesem pH-Bereich konnte festgestellt werden, 
dass die Mehrzahl der detektierten Proteine in einem pH-Bereich zwischen pH 4 und 
pH 8 wiederzufinden ist (Abb.16A). Deshalb wurden im Folgenden diese in einem pH-
Bereich von pH 4 bis pH 7 über eine Strecke von 24 cm aufgetrennt (Abb. 16B). Durch 
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die Verringerung des pH-Bereichs und die Vergrößerung der Auftrennungsstrecke wäh-
rend der IEF konnten die Proteine in diesem Bereich stärker voneinander getrennt und 
der anschließenden Analyse besser zugeführt werden. Für die zweite Dimension (SDS-
PAGE) der 2D-GE lassen sich Optimierungen hinsichtlich der Gelgröße oder der Gel-
zusammensetzung erreichen. Da die Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE nach 
Standardprotokollen (z.B.: Friedman et al., 2009; Görg et al., 2004) erfolgreich verlief, 
wurden Gele mit homogenen Acrylamidkonzentrationen von 12,5 % und einer Größe 
von 24 cm verwendet, ohne diese Parameter nochmals zu variieren.  
 
 
Abbildung 16: 2D-Gele verschiedener Auftrennungsstrecken in der ersten Dimension (IEF) von 
Proteinextrakten aus T98G. Die IEF erfolgte (A) in einem pH-Bereich von pH 3 - 10 und 
einer Auftrennungsstrecke von 18 cm und (B) in einem pH-Bereich von pH 4 - 7 und 
einer Auftrennungsstrecke von 24 cm. Die zweite Dimension (SDS-PAGE) erfolgte in 
12,5 % PAA, vor einer Silberfärbung. Weiße Ringe indizieren die gleiche Proteingruppe. 
 
3.3.2. Unterschiede im Proteinmuster von Zellen aus T98G durch Inkubation mit    
       Carnosin 
 
Um die Wirkung von Carnosin auf das Proteinprofil von T98G zu untersuchen, wurden 
Zellen dieser Zelllinie für 72 h entweder mit 50 mM Carnosin oder mit entsprechendem 
Volumen an Trägerlösung (0,9 % NaCl-Lösung; in Kontrollen) inkubiert. 
 Für diese Untersuchungen wurde die Inkubationszeit aus Praktikabilitätsgründen von 
24 h, wie in den vorangegangenen Versuchen, auf 72 h erhöht. Einerseits standen nach 
einer Inkubation von 24 h nicht immer ausreichend Zellen zur Verfügung. Andererseits 
konnte nachgewiesen werden, dass sich der Effekt von Carnosin auf die ATP-
Konzentration und die Proliferation über einen längeren Zeitraum (bis zu 96 h) verstärkt 
(Renner et al., 2008).  
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Nach der Inkubation wurden die Zellen durch Abschaben aus der Kultur gelöst und 
lysiert. Die in wässriger Phase extrahierten Proteine wurden in Aceton präzipitiert, um 
schließlich in Harnstoffpuffer resolvatisiert zu werden. Jeweils drei Proteinextrakte 
(100 µg) von mit 50 mM Carnosin inkubierten Zellen und drei Extrakte aus Kontrollen 
wurden für eine 2D-GE über einen pH-Gradienten von pH 4 - 7 auf einer Länge von 
24 cm simultan in der IEF aufgetrennt. Im Anschluss an die IEF wurden die Proteine in 
der SDS-PAGE (12,5 % PAA) nach ihrer Größe getrennt und mittels Silberfärbung 
detektiert (Abb. 17). 
 
 
Abbildung 17: Vergleich der Proteinmuster aus Zellen von T98G ohne (A) und mit (B) 50 mM 
Carnosin im Inkubationsmedium.  (100 µg Protein;  Silberfärbung)  
 
Nach der Färbung der 2D-Gele wurden diese im Durchlichtmodus am ImageScanner™ 
eingelesen und standen für die rechnergestützte Analyse zur Verfügung. Mit Hilfe des 
Programms „ImageMaster 2D Platinum“ wurden sechs Gele, jeweils drei Kontrollen und 
drei mit Carnosin behandelte Proben, miteinander abgeglichen. Dabei konnten 722 
Proteinspots ermittelt werden, die auf allen Gelen wiederzufinden waren. Von diesen 
unterschieden sich wiederum 31 Spots signifikant (p < 0,05) zwischen Proteinextrakten 
aus Kontrollansätzen und Carnosin-inkubierten Ansätzen (Abb. 18). Innerhalb dieser 
Gruppe konnten nur zwei Spots ermittelt werden, deren Intensitäten auf Gelen von 
Carnosin-behandelten Proben signifikant erhöht waren. Die Mehrzahl der analysierten 
Proteine war auf Gelen von Kontrollansätzen stärker exprimiert. 
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Abbildung 18: Proteinspots (31) unterschiedlicher Intensitäten zwischen unbehandelten und Carnosin-
behandelten Zellen von T98G. Silbergefärbtes, repräsentatives 2D-Gel von Protein-
extrakten aus Zellen von T98G (Kontrollen). Nummerierte, weiß umrandete Spots ent-
sprechen signifikant differierenden Proteinen (p < 0,05). 
 
3.3.3. Massenspektrometrische Identifizierung von sechs differenziell 
exprimierten Proteinen 
 
Für eine weitere Analyse jener Proteine, die sich als signifikant differenziell nachweisen 
ließen, wurden sechs Proteine ausgewählt. Die Auswahl der Spots ging hierbei in erster 
Linie davon aus, dass sich diese für ein Ausschneiden aus dem Gel gut eigneten. Das 
heißt, dass sie ohne Kreuzkontamination aus dem Gel entfernt werden konnten und sich 
wiederfinden ließen. 
In Abbildung 19 sind diese sechs Proteinspots vergrößert dargestellt. Generell lässt sich 
feststellen, dass Carnosin eine Verringerung der Expression bei diesen Proteinen um 
30 - 60 % bewirkt. Die Verringerungen der Proteinexpression durch Carnosin lassen 
sich aus nachstehender Tabelle ersehen (Tab. 6). 
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Proteinpunkt  Intensität (% von Kontrollen) Signifikanz (t-Test) 
23473 64,3 ± 19,6 p = 0,024  
23593 68,6 ± 9,8 p = 0,025 
24448 64,8 ± 12,9 p = 0,023 
24472 53,9 ± 18,5 p = 0,042 
24480 43,0 ± 21,5  p = 0,026 
24238 67,8 ± 12,8 p = 0,048 
 
Tabelle 6: Carnosin-abhängige Intensitätsverringerung der Proteinspots im Vergleich zu Kontrollen. 
Alle Angaben sind Mittelwerte aus drei parallel analysierten Gelen. 
 
 
 
 
Abbildung 19: Darstellung von sechs differenziell exprimierten Proteinen. Die Graphen neben den 
Bildausschnitten stellen die Intensitäten der sechs einzelnen Proteinpunkte dar, die 
durch das Analyseprogramm (ImageMaster) ermittelt wurden. - C: Kontrollansätze; + C: 
mit Carnosin inkubierte Ansätze 
 
Die Proteine wurden tryptisch verdaut und die resultierenden Peptide massenspektro-
metrisch untersucht. Bei diesen Arbeiten konnten aber keine Ergebnisse erzielt werden. 
Da diese Arbeiten anhand analytischer Gele erfolgten, bei denen in der ersten Dimen-
sion der 2D-GE 100 µg Protein über Probennäpfchen (sample cups) nahe der Anode 
eingebracht wurden, wurde untersucht, ob eine Trennung von größeren Mengen an 
Protein über präparative Gele mit Proteinmengen von 1 mg eine massenspektro-
metrische Identifizierung erlauben (2.2.9. - 2.2.12). Zusätzlich zur Erhöhung der Protein-
menge in der 2D-GE wurde ein alternatives Protokoll für die Silberfärbung verwendet, 
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welches eine bessere MS-Kompatibilität verspricht (Mortz et al., 2001). Die sechs 
dargestellten Proteinproben (Abb. 19) wurden nach Detektion mit AgNO3 aus 
präparativen Gelen ausgeschnitten und von der Firma Toplab GmbH analysiert. Alle 
sechs versendeten Proteinproben konnten durch MALDI-TOF-Analysen detektiert und 
über eine Datenbank-Analyse mit dem Programm ProFound (Version 2004.01.26) durch 
Vergleich humaner Sequenzen aus der NCBI-Datenbank (Priutt et al., 2007) identifiziert 
werden. In nachstehender Tabelle sind die identifizierten Proteine aufgeführt und 
charakterisiert (Tab. 7). 
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3.4. Western-Blot-Analysen 
 
Für eine Evaluierung der Ergebnisse aus der 2D-GE wurden im Folgenden Western-
Blot-Analysen an Proteinextrakten aus T98G durchgeführt, die ebenfalls nach einer In-
kubation von 72 h unter Einfluss von 50 mM Carnosin gewonnen wurden. Zusätzlich 
wurden extrahierte Proteine aus primären Glioblastomzelllinien auf die gleiche Weise 
untersucht. 
Um die Ergebnisse aus der 2D-GE direkt mit Ergebnissen aus Western-Blot-Analysen 
vergleichen zu können, wurde auch hier das Gesamtprotein nach Lyse der Zellen einer 
Acetonfällung unterzogen und anschließend in 8M-Harnstoffpuffer aufgenommen. Es 
wurde in Vorarbeiten untersucht, ob die Wahl des Probenpuffers einen Einfluss auf die 
Resolvatisierung des präzipitierten Proteins hat. Dabei wurden auf Tris und Harnstoff 
basierende Puffer verglichen, wobei im Immunblot keine Unterschiede in der Nachweis-
barkeit festgestellt werden konnten (Daten nicht gezeigt). Zellprotein, welches direkt aus 
der wässrigen Fraktion des Zelllysates gewonnen und nicht in Aceton gefällt wurde, 
verursachte stärkere Nebenreaktionen bei der Immunreaktion. Diese Vorversuche sind 
durch Nachweis von GFAP (glial fibrillary acidic protein) in der Immunreaktion erfolgt 
(Daten nicht gezeigt). 
Alle im Western Blot verwendeten Proteinproben sind nach der Resolvatisierung in 
Zentrifugalfiltern (Amicon®Ultra; 10 kDa) aufkonzentriert worden. Western-Blot-Analysen 
zum Nachweis von GTPBP 9 (GTP-bindendes Protein 9; syn: OLA 1; Obg-like 
ATPase 1) in T98G ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen Carnosin be-
handelten und unbehandelten Zellen. Auch bei Immundetektion der Transaldolase 1 
(TALDO 1) konnten keine Unterschiede in T98G festgestellt werden. Um diese Ergeb-
nisse zu bestätigen, wurden zwei primäre Zelllinien (05/05; 09/05) untersucht, bei denen 
sich ebenfalls kein Unterschied in der Expression von GTPBP 9 und TALDO 1 nachwei-
sen ließ (Daten nicht gezeigt). 
  
3.4.1. VBP 1 (von-Hippel-Lindau-bindendes Protein 1) 
 
Die Detektion von VBP 1 mittels spezifischer Antikörper zeigte im Gegensatz zu den 
beiden oben genannten Proteinen einen eindeutigen Einfluss von Carnosin auf die 
Expression dieses Proteins. Erste Indizien ergaben sich bei der Untersuchung von 
Proteinextrakten aus T98G, wo der Anteil an nachweisbarem VBP 1 in Carnosin behan-
delten Zellen bei 79,69 ± 8,89 % der Kontrollen lag. Diese Werte setzen sich aus drei 
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separaten Inkubationsansätzen zusammen. Darauf wurde an Proteinextrakten aus pri-
mären Zelllinien untersucht, ob sich dieser Effekt bestätigen lässt (Abb. 20). 
 
 
 
Abbildung 20: Western-Blot-Analysen an VBP 1 in Poteinextrakten aus Zellen, die mit (+) oder  
ohne (-) Carnosin inkubiert wurden. Die Auftrennung von 50 µg Protein pro Bahn 
erfolgte in einem PAA-Gel (18 %) vor der Fixierung der Proteine auf einer PVDF-
Membran. Die Detektion erfolgte mit einem AP-gekoppelten sekundären Antikörper 
(1 : 20.000). Als Ladekontrolle diente ß-Actin. 
 
Bei allen untersuchten primären Zelllinien konnte der gleiche Effekt von Carnosin fest-
gestellt werden und war im Vergleich zu der Zelllinie T98G sogar stärker ausgeprägt. 
Zur statistischen Verifizierung dieser Daten wurden drei Experimente mit allen unter-
suchten Zelllinien gemacht und die Ergebnisse statistisch ausgewertet (Tab. 8). 
 
Zellkultur ohne Carnosin (%) 50 mM Carnosin (%) Signifikanz (t-test) 
09/05 100 ± 3,55 39,33 ± 15,63 p = 0,017 
28/06 100 ± 2,34 40,08 ± 6,66 p = 0,0018 
25/06 100 ± 5,28 63,37 ± 7,54 p = 0,0034 
01/07 100 ± 5,28 65,31 ± 25,46 p = 0,043 
 
Tabelle 8: Stärke der VBP 1-Banden, detektiert im Western Blot. Die Daten ergeben sich aus jeweils drei 
separaten Experimenten. 
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3.4.2.  Wirkung von Carnosin auf die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) 
 
Bei der Etablierung der Western-Blot-Bedingungen für die Verwendung von GAPDH als 
Ladekontrolle, stellten sich, unter dem Einfluss von Carnosin, Unregelmäßigkeiten in der 
Expression dieses Enzyms an Proben von T98G heraus. 
In der zweidimensionalen Gelelektrophorese und anschließender Western-Blot-Analyse 
wurde nachgewiesen, dass die Expression von VBP1 durch Carnosin verringert wird, 
was auf eine mögliche Beeinflussung des HIF1-Signalweges hindeutet. Da die GAPDH, 
neben denen anderer glykolytischer Enzyme, ein Zielgen der HIF1-Regulation ist 
(Übersicht: Semenza, 2001), sollten die eingangs erwähnten Unregelmäßigkeiten der 
GAPDH-Expression überprüft werden. Dafür wurden 15 µg Proteinextrakt von T98G 
und zwei primären Zelllinien (09/05; 28/06) herangezogen, welches in zuvor beschriebe-
ner Weise gewonnen wurde (3.4.). 
In Abbildung 21 ist ersichtlich, dass es bei den drei überprüften Zelllinien zu einer 
Verringerung der GAPDH-Expression unter dem Einfluss von Carnosin kommt. Bei 
Quantifizierung der Bandenintensität durch Verrechnung der ß-Actin-Bande mit beiden 
GAPDH-Banden wurde in Anwesenheit von Carnosin eine Verringerung der GAPDH bei 
T98G auf 61,81 %, bei 28/06 auf 19,92 % und bei 09/05 auf 71,72 % gegenüber den 
Kontrollansätzen bestimmt (Abb. 21). 
 
 
 
Abbildung 21: Western Blot von GAPDH  (A) und ß-Actin (B; Ladekontrolle) aus Zellen von T98G (1; 2), 
28/06 (3; 4) und 09/05 (5; 6). (15 µg Protein; 12 % PAA-Gel; sek. Antikörper: 1 : 25.000). 
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Auch die Überprüfung zweier weiterer primärer Zelllinien (05/05; 25/06) ergab eine 
Intensitätsverringerung der GAPDH-Banden von Proben, die zuvor mit 50 mM Carnosin 
inkubiert wurden. Hier lagen die mit ß-Actin verrechneten Intensitäten der GAPDH-
Banden in den mit Carnosin behandelten Proben bei 48,23 % (05/05) und 70,20 % 
(25/06). 
Anhand dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, ob sich Unterschiede in der 
Proteinexpression auch auf transkriptioneller Ebene nachweisen lassen. Da in der 
Arbeitsgruppe GAPDH in der PCR als Kontrolle herangezogen wird, war es von 
Interesse, eventuelle Einflüsse des Carnosins auf die Transkription mittels semi-
quantitativer PCR stichpunktartig zu untersuchen. Hierfür wurden Zellen von T98G für 
72 h zu üblichen Konditionen inkubiert, worauf sich eine RNA-Extraktion 
(RNeasy®Midi Kit Qiagen GmbH) anschloss. Nach reverser Transkription von 1 µg RNA 
wurden in einer PCR mithilfe spezifischer Primer GAPDH-Amplifikate gebildet, die 
letztlich unverdünnt oder in Verdünnungen von 1 : 5 und 1 : 10 in einem Agarosegel 
aufgetrennt wurden (Abb. 22). 
 
 
 
Abbildung 22: PCR-Produkte für GAPDH aus Zellen von T98G, inkubiert ohne (-) und mit (+) Carnosin. 
Komplementäre DNA (cDNA) wurde entweder unverdünnt oder verdünnt (1 : 5; 1 : 10) 
für die PCR eingesetzt. PCR-Amplifikate hatten eine Länge von 234 bp. 
 
In diesem Versuch stellte sich beim Nachweis der GAPDH ein gegensätzlicher Effekt zu 
den Western-Blot-Ergebnissen ein. 
Diese widersprüchlichen Ergebnisse wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter 
untersucht und sollten in einer eigenständigen Arbeit beantwortet werden. 
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4. Diskussion 
 
4.1. Wirkung von Carnosin auf energieliefernde Prozesse in Glioblastomen 
 
In den Arbeiten von Renner et al. (2008) zeigte sich, dass Carnosin sowohl die Proli-
ferationsrate, als auch die ATP-Konzentration in Kulturen von Zellen, die aus Glioblasto-
ma multiforme isoliert wurden, hemmt. Unklar blieb dabei hingegen, ob die verringerte 
Proliferationsrate oder die daraus resultierende geringere Zellzahl Ursache für die 
niedrigere gemessene ATP-Konzentration war. Aus diesem Grund wurde in der vorlie-
genden Arbeit die ATP-Konzentration nach Inkubation mit Carnosin nicht erst nach 
frühestens 24 h, sondern in einem wesentlich kleineren Zeitfenster gemessen. Tatsäch-
lich zeigte sich eine Abnahme der messbaren ATP-Konzentration bereits nach 
30minütiger Inkubation mit Carnosin (Abb. 5). Dieses Ergebnis sprach eindeutig für eine 
Abnahme des ATP-Gehalts als primäre Ursache. Eine derart rasche Abnahme der ATP-
Konzentration unter der Wirkung von Carnosin ließ in den untersuchten Zellen prinzipiell 
auf zwei verschiedene Mechanismen schließen, zum einen auf einen verstärkten ATP-
Verbrauch und zum anderen auf eine verminderte ATP-Bildung. Im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit wurde zunächst einen verminderte Bildung von ATP als Arbeitshypothese 
angenommen und daher eine Untersuchung oxidativen Phosphorylierung und der Gly-
kolyse unter dem Einfluss von Carnosin durchgeführt. 
Sowohl die Entkopplung von mitochondrialer Elektronentransportkette und ATP-Syn-
these durch DNP (Abb. 7), als auch die Hemmung des Komplex IV (Cytochrom-c-Oxi-
dase) der Elektronentransportkette durch KCN (Abb. 8) hatten keinen Einfluss auf die 
ATP-Konzentration in den untersuchten Zellen, was auf eine untergeordnete Rolle der 
oxidativen Phosphorylierung in Glioblastomzellen hinweist. Untersuchungen in Astro-
zytomen ergaben, dass der Sauerstoffverbrauch von niedergradigen hin zu hoch-
gradigen Astrozytomen abnimmt (Lichtor und Dohrmann, 1986). Diese Ergebnisse wur-
den in älteren Arbeiten meist mit einer Verringerung der Mitochondrienzahlen (Dohr et 
al., 1965) und mit einer geringeren spezifischen Aktivität von Enzymkomplexen der 
Elektronentransportkette in Verbindung gebracht (Lichtor und Dohrmann, 1987; 
Meixensberger et al., 1995). Die starke Abhängigkeit von der Glykolyse, als ATP-
bildender Stoffwechselweg, hängt aber nicht nur mit einer verminderten Funktionalität 
der oxidativen Phosphorylierung zusammen. Je stärker Tumorzellen wachsen, desto 
höher ist die Notwendigkeit Stoffwechselintermediate für die Synthese von Nukleinsäu-
ren, Proteinen, Lipiden u. ä. bereitzustellen (DeBerardinis et al., 2008). Der geringere 
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Anteil der Atmung in Tumorzellen, die damit verbundene sauerstoffunabhängige glyko-
lytische Aktivität und eine verstärkte Laktatbildung (Warburg-Effekt; Warburg, 1924), 
kann nicht als Beweis für eine Dysfunktion der Elektronentransportkette genutzt werden. 
Vielmehr lässt sich vermuten, dass Zellen, welche stark proliferieren, Enzyme der Zell-
atmung in geringerem Maße exprimieren oder die Replikation der Mitochondrien nicht 
mit der Zellteilung synchronisiert. Dadurch wird trotz normoxischer Bedingungen Hypo-
xie vermittelt, was wiederum bewirkt, dass Glykolyse assoziierte Proteine verstärkt 
synthetisiert werden und schließlich die Glykolyse zum entscheidenden Energieliefe-
ranten in Tumorzellen wird. Bemerkenswert ist jedoch, dass es selbst zwischen ver-
schiedenen Gliomazelllinien offensichtliche Unterschiede in der Abhängigkeit von der 
oxidativen Phosphorylierung gibt (Griguer et al., 2005). So ist die humane Gliomazell-
linie D-54MG innerhalb von 24 h sehr sensitiv gegenüber einer Hemmung des 
Komplex IV der Atmungskette, wogegen andere humane Zelllinien, wie U-251MG und 
U-87MG, keine vergleichbaren Reaktionen zeigen (Griguer et al., 2005). T98G gehört 
daher offensichtlich zu letztgenannter Gruppe, zu der ebenfalls alle hier untersuchten, 
primären Zelllinien zu zählen sind, da sie wie T98G unempfindlich auf eine Hemmung 
des Komplex IV reagierten (Tab. 4). 
Die Wirkung von Carnosin auf den ATP-Gehalt der Zellen konnte demnach nicht mit der 
atmungsassoziierten ATP-Bildung in Verbindung gebracht werden, da diese keine ent-
scheidende Größe für den ATP-Haushalt in den hier untersuchten Zellen darstellt. 
Wie nach zuvor erzielten Ergebnissen zu erwarten war, bewirkte die Hemmung der LDH 
durch den kompetitiven Inhibitor Oxamat einen starken Abfall der zellulären ATP-
Konzentration, wobei ein zusätzlicher Effekt von Carnosin nicht mehr nachgewiesen 
werden konnte (Abb. 10; Tab. 5). Eine „simulierte“ Hypoxie in Tumorzellen, die aufgrund 
der geringen Atmungsrate induziert wird, bewirkt neben einer Erhöhung der Glykolyse-
rate eine erhöhte Expression der LDH-A, welche verstärkt die Umwandlung von Pyruvat 
zu Laktat katalysiert (Fantin et al., 2006; Griguer et al., 2005). 
Da Carnosin keinen Effekt auf die ATP-Konzentration bei Hemmung der LDH zeigte und 
die Senkung des ATP-Spiegels sehr schnell nachweisbar war, konnte vermutet werden, 
dass die Wirkung des Dipeptids direkt mit der LDH-Aktivität zusammenhängt. In der 
Analyse von LDH-A und -B konnte aber diese Hypothese nicht bestätigt werden. Sowohl 
die Aktivität von LDH-A, als auch die der LDH-B änderte sich in Anwesenheit von Car-
nosin nicht signifikant (Abb. 11). 
Die ATP-Konzentration hängt stark von der Glukosekonzentration im Kulturmedium ab 
(Abb. 12). Ein Zusatz von Glutamin in glukosefreiem Kulturmedium erbrachte keine 
Diskussion
 
 65 
nennenswerte Erhöhung der ATP-Konzentration. Die geringe Erhöhung der ATP-Kon-
zentration durch supplementiertes Pyruvat (5 mM) in Kulturmedien mit Glukosekonzent-
rationen von 0 - 0,1 g/l (Abb. 13B) weisen auf eine geringe Beteiligung der oxidati-
ven Phosphorylierung an der ATP-Synthese hin, die aber durch höhere Glukose-
konzentrationen kompensiert wird. Auch in diesen Ergebnissen spiegelt sich wider, dass 
Carnosin offensichtlich keinen Einfluss auf die mitochondriale ATP-Produktion besitzt, 
da Carnosin nicht auf eine durch Pyruvat induzierte ATP-Erhöhung wirkt (Abb. 13B). 
Weil die Wirkung von Carnosin in den bisherigen Versuchen anhand der ATP-
Konzentrationen immer nachweisbar war, wurde angenommen, dass die Glykolyse der 
Wirkungsort von Carnosin ist. Im Folgenden sollte geklärt werden, ob sich durch eine 
direkte Messung des Glukoseverbrauchs und der Laktatbildung in den Glioblastom-
zellen diese These bestätigen lässt. In Abbildung 15A ist jedoch ersichtlich, dass kein 
direkter Zusammenhang zwischen Carnosin und Glukoseverbrauch hergestellt werden 
kann. Auch die Laktatbildung veränderte sich nicht signifikant in Zellen, die mit Carnosin 
inkubiert wurden. Ein Verhältnis von > 2 zwischen gebildetem Laktat und verbrauchter 
Glukose, wie es in diesen Untersuchungen bestimmt wurde, kommt einem „idealen“ 
Warburg-Effekt nahe (Abb. 15B), das heißt, dass pro Molekül Glukose zwei Moleküle 
Laktat gebildet wurden. Dass der Anteil gebildeten Laktats im Vergleich zu verbrauchter 
Glukose etwas höher lag, lässt sich aus der Zusammensetzung des Kulturmediums er-
klären. Da die Kultivierung der Zellen in Medium erfolgte, welches mit 10 % fötalem 
Kälberserum unbekannter Glukosekonzentration supplementiert war, kann dieser nicht 
definierte Glukoseanteil im Kulturmedium ebenfalls zu Laktat verstoffwechselt worden 
sein, was keine Berücksichtigung in der Glukosemessung fand. Des Weiteren wurde 
das Medium mit 2 mM Glutamax (PAA), einer weiteren Energiequelle supplementiert, 
dessen Glutaminanteil über den Zitratzyklus zu Pyruvat und dessen Alanin direkt über 
ALAT (Alanin-Aminotransferase) zu Pyruvat umgewandelt werden kann. Die Supple-
mentierung des Kulturmediums mit einer Glutaminquelle ist aber für schnell wachsende 
Zellen von großer Bedeutung, da Glutamin nicht nur über den Zitratzyklus abgebaut 
wird, sondern auch direkt für Nukleinsäure- und Proteinsynthese, sowie indirekt für die 
Fettsäure-Synthese benötigt wird (Brand, 1985). 
Für eine genaue Messung des Glukoseverbrauchs und der resultierenden Laktatbildung 
mithilfe des hier beschriebenen Nachweisverfahrens sollten zu untersuchende Zellen in 
FKS- und Glutamax-freiem Medium inkubiert werden. Hierfür bedarf es aber, abhängig 
von der verwendeten Zelllinie, einzelner Voruntersuchungen, wie lang die Vitalität der 
Zellen ohne die aufgeführten Supplemente aufrechterhalten werden kann. Der Glio-
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blastomzelllinie T98G kann vorübergehend FKS und Glutamin im Kulturmedium entzo-
gen werden (Daten nicht gezeigt). Primäre Glioblastomzelllinien hingegen sind wesent-
lich empfindlicher in FKS-freiem Kulturmedium, weshalb für alle untersuchten Zelllinien 
die gleichen Bedingungen geschaffen worden sind. Inwieweit Einzelbestandteile des 
supplementierten FKS Einfluss auf die Zellvitalität besitzen, war nicht Bestandteil dieser 
Untersuchungen und wurde daher unberücksichtigt gelassen.  
Der Einsatz modernerer und sensitiverer Messmethoden, wie ein amperometrischer 
Nachweis (elektrochemische H2O2-Bestimmung; Glukose- und Laktatoxidase), der 
Nachweis von radioaktiv markierten Metaboliten (speziell: 13C-[C3]-Laktat) aus einge-
setzter 13C-Glukose oder der massenspektrometrische Nachweis mit vorgeschalteter 
gaschromatographischer Auftrennung (GC/MS) wären alternative Verfahren zur Be-
stimmung der Glukose- und Laktatkonzentrationen gewesen, mithilfe derer ein Einfluss 
von Carnosin eventuell nachgewiesen worden wäre. Diese Methoden standen aber für 
die vorliegende Arbeit nicht zur Verfügung. Bei Betrachtung des hier verwendeten 
Verfahrens muss aber darauf hingewiesen werden, dass die Konzentrationsbestimmung 
von Glukose und Laktat in zwei unabhängigen Testsystemen erfolgte und dennoch 
miteinander korrelierende Ergebnisse erzielt wurden, was nicht für eine mangelnde 
Funktionalität des Nachweisverfahrens sprechen kann. Vielmehr kann an dieser Stelle 
durch Bestimmung des Glukoseverbrauchs und der Laktatbildung in Zellen von T98G 
eine Wirkung von Carnosin auf die Glykolyse nicht bewiesen werden. 
 
4.2. Wirkung von Carnosin auf das Proteinmuster in Zellen von T98G 
 
Durch die vorliegenden Untersuchungen konnten die Art der inhibitorischen Wirkung 
von Carnosin auf die ATP-Konzentration innerhalb der Glykolyse und die molekularen 
Mechanismen nicht abschließend geklärt werden. Daher entschieden wir uns eine Ana-
lyse der Wirkung des Carnosin auf das Expressionsmuster von Proteinen in T98G 
durchzuführen. Diese Untersuchungen erfolgten durch zweidimensionale Gelelektropho-
rese (2D-GE), die den Grundstein für nachfolgende massenspektrometrische Identifika-
tionen von Proteinen legen sollte. 
Bei einem Spotabgleich von sechs parallel behandelten 2D-Gelen konnten 722 Spots 
überall wiedergefunden werden, was in guter Übereinstimmung zu Literaturangaben 
steht (Fountoulakis, 2004). Alle der detektierten Proteine wurden in einem pH-Bereich 
zwischen pH 4 und pH 7 auf einer Distanz von 24 cm aufgetrennt. Bei der Wahl des pH-
Bereichs und der Trennstrecke in der ersten Dimension der 2D-GE waren die Ergeb-
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nisse der Vorversuche (Abb. 16A) ausschlaggebend, bei denen in größerem pH-Bereich 
(pH 3 - 10) die Mehrzahl der detektierten Proteine zwischen pH 4 - 7 wiedergefunden 
werden konnten. Diese praktischen Erfahrungen wurden durch Literaturangaben ge-
stützt, welche beschreiben, dass 70 % der Proteine des menschlichen Hirns theore-
tische isoelektrische Punkte (pI) zwischen 5 und 8 und 15 % der Proteine einen theo-
retischen pI zwischen 4 und 5 aufweisen (Fountoulakis, 2004). Die Wahl eines mög-
lichst kleinen pH-Bereichs über eine große Auftrennungsstrecke während der isoelek-
trischen Fokussierung ist sehr vorteilhaft, da bei diesen Parametern  Proteine mit ähnli-
chen pI noch gut voneinander getrennt werden können. Wie in Abbildung 16A ersicht-
lich, liegt die Mehrzahl der detektierten Proteine in einem kleineren pH-Bereich. Den-
noch muss darauf hingewiesen werden, dass in den vorliegenden Untersuchungen ein 
Teil des Proteoms dadurch unberücksichtigt bleibt. Besonders der Anteil alkalischer 
Proteine (pI 7 - 12) lässt sich in dem hier verwendeten pH-Bereich nicht darstellen. Der 
Anteil von sauren Proteinen, der hier nicht berücksichtigt wird, ist dagegen vernachläs-
sigbar, da Proteine mit einem pI < 4 im humanen Gehirn nur in geringsten Konzentra-
tionen zu finden sind (Fountoulakis, 2004). Hydrophobe Proteine, wie integrale Mem-
branproteine, können ebenfalls mit der hier beschriebenen Methode nicht ausreichend 
dargestellt werden, da diese in den wässrigen Puffersystemen, die für die 2D-GE Ver-
wendung finden, schlecht löslich sind. Es existieren verschiedene Protokolle (z. B.: 
Rabilloud, 1998) für die Analyse des gesamten Proteoms, inklusive hydrophober 
Membranproteine. Dennoch kann davon ausgegangen werden, dass ein Großteil dieser 
Proteine nicht adäquat in der 2D-GE repräsentiert wird, da Präzipitation der Proteine in 
der IEF und unvollständiger Übertritt zwischen erster und zweiter Dimension, trotz opti-
mierter Protokolle, nicht auszuschließen sind (Görg et al., 2009). Für eine spezielle Un-
tersuchung von Membranproteinen existieren wiederum Protokolle, bei denen aber, auf-
grund veränderter Parameter für die erste Dimension (IEF), nicht das gesamte Proteom 
untersucht werden kann (Hartinger et al., 1996; Santoni et al., 2000). 
Auch in der zweiten Dimension (SDS-PAGE) der 2D-GE schließt die Wahl der Acryl-
amidkonzentration im verwendeten Gel einige Proteine von der Detektion aus. Erhöht 
man den Vernetzungsgrad des Gels, können Proteine mit großen Molekulargewichten, 
welche oft mit hydrophoben Membranproteinen korrelieren (Görg et al., 2004), nicht 
aufgetrennt werden. Für die Auftrennung kleiner Peptidketten zwischen 3 kDa und 
30 kDa hingegen sind Gele anderer Zusammensetzung (Schägger, von Jagow, 1987; 
Fountoulakis et al., 1998) notwendig. In den hier verwendeten 12,5 % PAA-Gelen kön-
nen Proteine zwischen 10 - 150 kDa nachgewiesen werden (Swank und Monkres, 
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1971), was nach Fountoulakis (2004) ca. 80 % der Proteine einschließt, die im humanen 
Gehirn zu finden sind. 
Trotz beschriebener Schwierigkeiten, sämtliche vorhandene Proteine aus Zelllysaten 
nachweisen zu können, wurden, nach Abgleich von sechs Gelen, 31 signifikant differen-
ziell exprimierte Spots detektiert (Abb. 18). 
Die Auswahl der in der vorliegenden Arbeit massenspektrometrisch identifizierten sechs 
Spots erfolgte aus Praktikabilitätsgründen und repräsentiert keinerlei Einschränkungen 
hinsichtlich physikochemischer Eigenschaften, wie Molekulargewicht oder isoelektri-
schem Punkt. Vielmehr erfolgte die Wahl der Spots, welche manuell aus den Gelen 
ausgeschnitten wurden, nach eindeutiger Identifizierbarkeit und Kontaminationsfreiheit 
von anderen Proteinen. 
Alle sechs Proteinproben konnten mittels MALDI-TOF-Analyse identifiziert werden 
(Tab. 7). Wie in Abbildung 19 ersichtlich ist, sind diese sechs Proteine in mit Carnosin 
inkubierten Zellen signifikant niedriger exprimiert und sollen nachstehend vorgestellt und 
diskutiert werden. 
 
Uroporphyrinogen-III-Decarboxylase (UROD; Spot-Nr.: 23473): 
Dieses Enzym katalysiert den fünften Schritt der Häm-Biosynthese, in welchem Uro-
porphyrinogen zu Proporphyrinogen umgewandelt wird, durch Abspaltung einer Carb-
oxymethyl-Seitenkette pro Pyrrolring (Silva und Ramos, 2005). Neben seiner Bedeutung 
im Hämoglobin (Sauerstofftransport in höheren Organismen), spielt Häm eine große 
Rolle als prosthetische Gruppe bei der Katalyse verschiedener Oxidoreduktasen. Die 
bekanntesten finden sich als Proteine der Atmungskette (Succinat-Dehydrogenase-
Komplex, Cytochrom c, Cytochrom-c-Reduktase, Cytochrom-c-Oxidase) oder als 
Cytochrom-P450 assoziierte Enzyme (Überblick: Hasler et al., 1999). 
Anhand der Resultate in der 2D-GE kann vermutet werden, dass es sich hier im weite-
ren Sinne um einen Effekt auf energieliefernde Schritte (z. B. Atmung) handelt. Eine 
geringere Häm-Syntheserate provoziert einen Rückgang des mitochondrialen Elektro-
nentransports und damit der Atmung, was wiederum mit einer verminderten ATP-
Synthese einherginge. Vergleicht man diese Hypothese mit den Ergebnissen zum Ein-
fluss von Carnosin auf den zellulären ATP-Gehalt, wird deutlich, dass eine Verringerung 
relevanter Häm-Proteine keine Relevanz für den Energiehaushalt der Zelle haben sollte, 
da die Atmungskette in den hier untersuchten Zelllinien keine entscheidende Bedeutung 
für die ATP-Synthese besitzt. Eine verminderte Funktionalität von Komplex II der 
Atmungskette (Succinat-Dehydrogenase-Komplex; SDH) könnte hingegen einen Vitali-
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tätsverlust der Zellen bewirken. In E. coli konnte gezeigt werden, dass die Hemmung 
der Häm-abhängigen Cytochrom-b556-Synthese zu einem Funktionsverlust des 
Succinat-Dehydrogenase-Komplexes führt (Nihei et al., 2001). Die SDH katalysiert 
innerhalb des Krebs-Zyklus die Umwandlung von Succinat zu Fumarat und ist für einige 
anabole und katabole Stoffwechselwege elementar (Brière et al., 2005). So ist z. B. die 
Funktionalität der SDH für den Glutaminstoffwechsel notwendig, da Glutamin über 
Glutamat als α-Ketoglutarat in den Krebs-Zyklus einfließt und für die Nukleotidsynthese 
als Aspartat oder für die Fettsäure-Synthese als Citrat aus dem Zyklus hervorgeht 
(DeBerardinis et al., 2008). Eine Veränderung der SDH-Aktivität und eine damit verbun-
dene Anreicherung von Succinat, könnte auch Einfluss auf den HIF1α-Signaltransduk-
tionsweg haben, da eine Akkumulation von zellulärem Succinat hemmend auf die 
HIF1α-Prolylhydroxylase wirkt (Koivunen et al., 2007). Succinat und CO2 sind die Re-
aktionsprodukte der HIF1α-Prolylhydroxylase, welche unter O2-Verbrauch aus α-Keto-
glutarat gebildet werden (Selak et al., 2005; Gimenez-Roqueplo et al., 2001; siehe auch 
Abb. 23). 
 
Transaldolase 1 (TALDO 1; Spot-Nr.: 23593): 
Die Transaldolase ist ein Schlüsselenzym des nichtoxidativen Pentosephosphatwegs 
(Samland und Sprenger 2009; Wamelink et al., 2008) und verbindet neben der Trans-
ketolase Intermediate der Glykolyse mit dem Pentosephosphatweg (PPW). Die Bildung 
von Ribose-5-Phosphat, als Produkt des PPW, ist besonders für stark proliferierende 
Zellen, wie Tumorzellen, von Bedeutung, da die daraus hervorgehenden Pentosen für 
den Aufbau von Ribonukleinsäuren benötigt werden. Andererseits wird dabei NADPH 
gebildet (Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase), welches für diverse anabole Stoff-
wechselwege (z. B. Fettsäure-Synthese) benötigt wird. Des Weiteren wird NADPH für 
die Abwehr reaktiver Sauerstoffspezies verbraucht. In der durch die Glutathionreduktase 
katalysierten Reaktion wird oxidiertes Glutathion (Glutathiondisulfid) unter NADPH-
Verbrauch reduziert und steht in dieser Form der Zelle als Schutz vor reaktiven Sauer-
stoffspezies zur Verfügung (Wamelink et al, 2008). 
Die Katalyse der TALDO verbindet den Pentosephosphatweg mit der Glykolyse, deren 
Beeinflussung durch Carnosin bereits beschrieben wurde. Andererseits stellt eine Be-
einträchtigung der Ribose-5-Phosphat-Synthese einen entscheidenden Einschnitt in der 
Nukleinsäuresynthese dar, was zu einem deutlichen Proliferationsnachteil führen dürfte. 
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GrpE-like 1 (GRPEL1; Spot-Nr.: 24448), 
Bcl2-associated athanogene-2 (BAG-2; Spot-Nr.:24480): 
Diese beiden Proteine sollen aufgrund ihrer sehr ähnlichen Spezifität in humanen Zellen 
gemeinsam diskutiert werden. 
GRPEL1 und BAG-2 sind Proteine, die als Co-Chaperone entscheidenden Einfluss auf 
Chaperonaktivitäten von Proteinen der Hitzeschockproteinfamilie Hsp70/Hsc70 besitzen 
(Borges et al., 2003; Takayama et al., 1999). Beide Proteine binden an die Nukleotid-
bindungsdomäne des Hitzeschockproteins und katalysieren den Wechsel von ADP und 
ATP, was eine Dissoziation des Substrates an der C-terminalen Bindungsdomäne von 
Hsp70 bewirkt (Liberek et al., 1991). GRPEL1, dessen Name sich aus der sequenziellen 
und funktionellen Ähnlichkeit (28,8 % Identität) mit bakteriellem GrpE zusammensetzt, 
ist ein mitochondriales Protein (Choglay et al., 2001) und besitzt homologe Bindungs-
eigenschaften zu GrpE an bakterielles DnaK (Naylor et al., 1998). GRPEL1 als Nukleo-
tidwechselfaktor (NEF –nucleotide exchange factor) des mitochondrialen Hsp70 
(mHsp70) ist an einer korrekten Faltung ausschließlich mitochondrialer Proteine beteiligt 
und unterstützt im Komplex mit mHsp70 und Hsp40 (bakterielles DnaJ) den Transport 
von Polypeptiden aus der Mitochondrienmatrix in den Intermembranraum (Gething und 
Sambrook, 1992). Durch Mutationsstudien an GrpE in Hefezellen konnte gezeigt wer-
den, dass Veränderungen bestimmter Aminosäuren des GrpE das gesamte Wachstum 
der Zellen negativ beeinflusst (Harrison, 2003), woran die elementare Rolle dieser Pro-
teine im Erhalt der Zellvitalität erkennbar wird. Neben dem mitochondrialen Hsp70 
wurde in Eukaryoten ebenfalls zytosolisches Hsp70 (cHsp70), sowie Hsc70 nachgewie-
sen. Beide Hitzeschockproteine unterscheiden sich dahingehend, dass Hsc70 konstitu-
tiv in der Zelle exprimiert wird und cHsp70 erst durch Stress induziert wird 
(Gething und Sambrook, 1992). Im Gegensatz zu GRPEL1 werden die Hsp70/Hsc70 im 
Zytosol durch andere NEF gebunden. Hsc70 wird durch verschiedene Proteine der 
BAG-Familie (Bcl-2 associated athanogene) reguliert (Takayama et al., 1999) und 
Hsp70 wird neben BAG durch ein drittes Protein (HspBP1) reguliert, das aufgrund se-
quenzieller Unterschiede einer dritten Gruppe von NEF an Hsp70 zugeordnet werden 
muss (Shomura et al., 2005). BAG-1 übernimmt in Zytosol und Zellkern die Funktion 
des mitochondrialen GRPEL1 (Höhfeld und Jentsch, 1997).Hier ist es an der CHIP-
vermittelten (carboxyl terminus of Hsp70 interacting protein) Ubiquitinylierung der Sub-
strate von Hsc70 beteiligt (Alberti et al., 2003) und somit an einem Weg, über den 
unkorrekt gefaltete Proteine für den proteolytischen Abbau vorbereitet werden. BAG-2 
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hingegen wirkt antagonistisch zu BAG-1 (Dai et al., 2005) und ist ein Inhibitor der CHIP-
Ubiquitin-Ligase-Aktivität (Arndt et al., 2005). 
Aus der Beschreibung dieser beiden Proteine verdeutlicht sich deren Notwendigkeit für 
den Erhalt der Zellvitalität, da sie die Faltung von Proteinen, deren Translokation durch 
Membranen oder deren Degradation beeinflussen. Die Vielzahl von Co-Chaperonen 
(GRPEL1, BAG-Familie, HspBP1) von Hsp70/Hsc70 lässt eine starke Regulation der 
Proteinfaltung vermuten. Eine Verringerung dieser Proteine in der Zelle durch Carnosin 
deutet daher auf eine Beeinflussung der Hsp70-vermittelten Proteinfaltung hin. Für 
Hirntumore ist eine erhöhte Expression von Chaperonen der Hitzeschock-Proteinfamilie 
beschrieben (Graner et al., 2007), die mit einer deutlichen Erhöhung des Hsp70 Co-
Chaperons HspBP1 in hochgradigen Gliomen (WHO-Grad IV) einhergeht 
(Graner et al., 2009). Eine verstärkte Expression von Proteinen, die beispielsweise 
durch hypoxischen, pH- oder temperaturbedingten Stress induziert wird, scheint in 
schnell proliferierenden Zellen nicht ungewöhnlich, da hohe Syntheseraten größere 
Fehleranfälligkeiten bedingen (z. B.: transkriptionelle und translationale „Lesefehler“) 
und dadurch eine Gegenregulation bewirken. Wird diese Regulation aber durch 
Carnosin gestört, so könnte dies zu einer verstärkten Agglutination unkorrekt gefalteter 
Proteine führen, was eine verringerte Vitalität und eine höhere Apoptoseanfälligkeit 
bedeutete. Da sowohl das mitochondriale GRPEL1, als auch das zytosolische BAG-2 in 
Carnosin-behandelten Zellen verringert sind, weisen diese Ergebnisse auf eine Be-
einflussung der Proteinfaltung durch Carnosin hin. Wie sich diese Beeinflussung konkret 
darstellt, kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden. Auch kann nicht abschließend 
geklärt werden, ob es sich bei GRPEL1 und BAG-2 um die einzigen Hsp70-assoziierten 
Co-Chaperone handelt, die durch Carnosin supprimiert werden. Andere Proteine der 
BAG-Familie, sowie HspBP1, könnten ebenfalls unter den 31 differenziell exprimierten 
Proteinen (Abb. 17) zu finden sein, die aber aus den erläuterten Gründen bisher nicht 
identifiziert wurden. Vertreter der BAG-Familie (z. B. BAG-1, BAG-3), die ebenfalls als 
Co-Chaperone an Hsp70/Hsc70 wirken, sind an der Regulation von Zelltod und 
Zellwachstum beteiligt (Takayama und Reed, 2001), wogegen für BAG-2 derartige 
Beziehungen bisher nicht beschrieben sind. Es wird vermutet, dass BAG-2 ein Substrat 
im MAPK-Weg (mitogen-activated protein kinases) ist, speziell der MAPKAP-Kinase-2 
(MAPK-activating protein kinase-2), ein primäres Substrat der p38-MAPK, und, 
ausgehend von diversen Stress-Signalen oder Cytokinen (z. B. IL-1, TNF), die Apoptose 
beeinflusst (Ueda et al., 2004). In einer jüngst erschienenen Publikation wird dem Car-
nosin sogar ein inhibitorischer Effekt auf die Phosphorylierung der p38-MAPK zuge-
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sprochen (Jia et al., 2009), was bei Mesangiozyten mit einer verringerten Teilungsrate 
verbunden ist. 
 
von Hippel-Lindau binding protein 1 (VBP-1; Spot-Nr.: 24472): 
VBP-1 wurde erstmals in einem Hefe-2-Hybrid-System als Bindungspartner des Tumor-
suppressorproteins von-Hippel-Lindau (pVHL) beschrieben und in verschiedenen hu-
manen Zelllinien nachgewiesen (Tsuchiya et al., 1996). Es wurde dort ursprünglich als 
Bindungspartner von pVHL zur Translokation aus dem Zytosol in den Zellkern diskutiert. 
Später beschrieb man VBP-1 als eine Untereinheit (Prefoldin-3; PFD-3) des oligomeren 
Hexamers Prefoldin, dessen Funktion als Chaperon die Übertragung neu synthetisierter, 
ungefalteter Peptide auf zytosolische Chaperonine ist (Vainberg et al., 1998). Die Be-
deutung des Carnosineffektes auf VBP-1 ist anhand zweier Aspekte interessant. 
VBP-1 bindet an pVHL, was an der HIF1α-Regulation entscheidend beteiligt ist, und 
jüngere Arbeiten weisen auf eine direkte Regulation der pVHL-Aktivität hin. Das Tumor-
suppressorprotein pVHL ist Teil eines Multiproteinkomplexes (CBCVHL; Cul2-
Elongin BC-pVHL), welcher strukturell zur Familie der E3-Ubiquitin-Ligasen zählt und für 
die Aktivierung der Ubiquitinylierung von Zielproteinen, insbesondere von HIF1α 
(Kamura et al., 2000), verantwortlich ist (Kamura et al, 2002). pVHL wird in diesem 
Komplex C-terminal an Elongin-C gebunden, was der postulierten Bindungsdomäne für 
VBP-1 (Tsuchiya et al., 1996) entspricht. VBP-1 als Bestandteil von Prefoldin (PFD-3) 
und Bindungspartner von pVHL bildet ein Bindeglied zwischen posttranslationaler Kon-
trolle ungefalteter Peptide und deren proteasomalem Abbau über die Ubiquitinylierung 
durch den CBCVHL-Komplex (Mousnier et al., 2007). Konstitutiv exprimierte Proteine 
könnten dadurch einer direkten degradativen Kontrolle unterliegen. Für HIF1α, welches 
ebenfalls konstitutiv exprimiert wird (Maxwell et al,. 1999), kann diese direkte Verbin-
dung zwischen Prefoldin und CBCVHL nicht zweifelsfrei belegt werden, da die 
posttranslationalen Modifikationen von HIF1α bisher nicht ausreichend bekannt sind. 
Für eine Degradation von HIF1α durch Bindung an pVHL im Multiproteinkomplex ist zu-
vor ein Sauerstoff- und Fe2+-abhängige Hydroxylierung von konservierten Prolin402- und 
Prolin564-Resten durch eine entsprechende HIF1α-Prolylhydroxylase (HPHD) erforder-
lich (Überblick: Fong und Takeda, 2008). Diese Hydroxylierung erfolgt posttranslational 
(Fandrey et al., 2006), wobei aber nicht geklärt ist, ob HIF1α für diese Modifikation be-
reits nativ in der Zelle vorliegt. Eine Möglichkeit wäre, dass unter normoxischen Bedin-
gungen die Übernahme des translatierten HIF1α-Peptids durch Prefoldin, die Hydroxy-
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lierung und die pVHL-abhängige Degradation von HIF1α voneinander abhängige Pro-
zesse sind (Abb. 24). 
Eine Störung dieser voneinander abhängigen Prozesse durch Carnosin würde einen 
Einfluss auf die HIF1α-Regulation bewirken, was sich letztendlich auf eine Expression 
HIF-abhängiger Genprodukte auswirkte. 
Die zweite angesprochene Beeinflussung von Carnosin auf VBP-1 bezieht sich direkt 
auf die Proliferationsrate der Zellen. Es ist beschrieben, dass eine Konzentrationser-
höhung von VBP-1 die Proliferationsrate erhöht, was mit einer Aktivierung von NFκB 
assoziiert ist (Kim et al., 2008). In dieser Arbeit wurde durch Erhöhung der VBP-1-
Konzentration in der Zelle eine verstärkte NFκB-Expression nachgewiesen, welche 
durch Zugabe von pVHL vermindert wurde. Danach hat ein erhöhter VBP-1-Spiegel in 
der Zelle eine proliferationssteigernde Wirkung. Es wird von anderer Seite auch für eine 
Gliomazelllinie (C6; Ratte) beschrieben, dass eine Überexpression von pVHL zu einem 
verminderten Tumorwachstum und zu einem geringeren VEGF-Spiegel führt (Sun et al., 
2006). Daneben gibt es Hinweise, dass neben verringertem pVHL auch eine pVHL-
beständige HIF1α-Mutante erhöhte NFκB-Konzentrationen in Nierenzellkarzinomen be-
wirkt (Pantuck et al., 2010). Angesichts dieser Ergebnisse könnte Carnosin tatsächlich 
einen direkten Einfluss auf die Proliferation der untersuchten Zellen haben, indem es zur 
Senkung der VBP-1-Konzentrationen beiträgt, was in dieser Arbeit mittels Western-Blot-
Analysen bestätigt wurde (Abb. 19; Tab. 8). Des Weiteren bauen diese Ergebnisse eine 
Brücke zu einer möglicherweise Carnosin-beeinflussten HIF1α-Regulation. 
 
Obg-like ATPase 1 (OLA-1; GTP-binding-protein-9, GTPBP9; Spot-Nr.: 24238): 
Dieses Protein gehört zur Familie der „P-Loop“-NTPasen, welche an verschiedensten 
zellulären Prozessen beteiligt sind. Die P-Loop-NTPasen werden in die Klasse der 
TRAFAC (translation factors), zu denen unter anderem die Initiations-, Elongations- und 
Ablösefaktoren (release factors) gehören und in die Klasse der SIMIBI (signal 
recognition particle; MinD and BioD), zu denen unter anderem die SNP´s (signal 
recognition particles) und SR´s (SRP-Rezeptoren) gehören, unterteilt (Übersicht: Leipe 
et al., 2002; Vetter und Wittinghofer, 2001). SRP sind Proteine, welche zusammen mit 
Ribosomen an der co-translationalen Prozessierung sekretorischer und membran-
gebundener Proteine in das endoplasmatische Retikulum beteiligt sind (Überblick: 
Egea et al., 2005). 
Das hier beschriebene Protein wurde einerseits aufgrund seiner strukturellen Identität 
zu bakteriellen GTPasen als GTP-bindendes Protein (GTPBP9) mit GTPase-Aktivität, 
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andererseits aufgrund höherer Affinität zu ATP als ATPase (OLA-1) bezeichnet (Koller-
Eichhorn et al., 2007). Da bisher noch keine funktionellen Charakterisierungen des 
humanen Proteins erfolgten, lassen sich bisher nur Aussagen mithilfe struktureller 
Vergleiche machen. OLA-1 wird in die Klasse der TRAFAC eingeordnet, da es sehr 
hohe Sequenzidentität zu bakteriellem YchF aufweist, welches wiederum neben der 
GTPase-Aktivität Bindungsdomänen für Nukleinsäuren besitzt und daher als GTP-
abhängiger Translationsfaktor bezeichnet wird (Teplyakov et al., 2003). Erst innerhalb 
der letzten Dekade entstanden Arbeiten über Mitglieder der bakteriellen Obg-Protein-
familie, die deren Funktion zur Stabilität bakterieller Ribosomen und deren Einfluss auf 
die Replikation beschreiben (Übersicht: Michel, 2005). Für humane Proteine der Obg-
Familie erfolgten bisher noch keine Funktionsanalysen. In zwei Arbeiten von Zhang 
et al. (2009a; 2009b), in denen siRNA-vermittelt OLA-1 supprimiert wurde, konnte eine 
Regulation von oxidativem Stress und eine geringere Zellmotilität bei Brustzellkarzino-
men festgestellt werden. In einer weiteren Arbeit wurde ein Strukturhomolog von OLA-1 
(als Gbp45 bezeichnet; GTP-binding protein mit einem Molekulargewicht von 45 kDa) 
näher charakterisiert, welches durch selbiges Gen, wie OLA-1 bzw. GTPBP9, kodiert 
wird (Kira und Nishikawa, 2008). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die beschriebene 
GTPase besonders in der zytosolischen Fraktion neuronalen Gewebes nachweisbar ist. 
Des Weiteren wurden eine Überexpression dieses Proteins mit einer beschleunigten 
Zellproliferation und die Gbp45-Suppression mit einer verringerten Zellvitalität in Verbin-
dung gebracht. 
Angesichts dieser Daten lässt sich spekulieren, dass Carnosin durch Beeinflussung der 
OLA-1-Konzentrationen in der Glioblastomzelllinie T98G Auswirkungen auf die Regula-
tion der Proliferation haben könnte. 
 
4.3. Überlegungen zu möglichen Zusammenhängen zwischen Carnosin und HIF1α 
 
Zumindest drei der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Proteine könnten an der 
Modulation von HIF1α beteiligt sein. Um diese Überlegung zu spezifizieren, soll im 
Folgenden die Regulation von HIF1α beschrieben werden. 
Ausgehend von aktuellen Daten wird im Anschluss ein Modell vorgestellt, das darlegt, 
wie die identifizierten Proteine an der Regulation beteiligt sein könnten. Dieses Modell 
könnte als Arbeitshypothese genutzt werden, um weitere Studien zur Wirkung des 
Carnosins zu initiieren. 
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HIF1α ist die α-Untereinheit des α,β-heterodimeren Transkriptionsfaktors HIF1 und wird 
in der Zelle kontinuierlich synthetisiert (Salceda und Caro, 1997; Huang et al., 1998). 
Wie in Abbildung 23 dargestellt, hydroxyliert die sauerstoffabhängige HIF1α-
Prolylhydroxylase (HPDH) HIF1α unter normoxischen Bedingungen, wodurch dessen 
Ubiquitinylierung erfolgt. Dies wiederum führt zum proteolytischen Abbau von HIF1α 
und verhindert die Bildung des aktiven Transkriptionsfaktors HIF1. Da unter 
hypoxischen Bedingungen keine Hydroxylierung durch die HPDH erfolgt, werden 
dessen anschließende Ubiquitinylierung und der proteolytische Abbau verhindert. Durch 
Stabilisierung von HIF1α kommt es zur Bildung des heterodimeren Transkriptionsfaktors 
HIF1 und damit zur Aktivierung von Zielgenen, zu denen u. a. auch Gene gehören, die 
für glykolytische und Glykolyse-assoziierte Proteine codieren (z. B.: GAPDH, LDH-A, 
HK 1, HK 2, GLUT 1, GLUT 3; Übersicht, siehe: Semenza, 1999; Semenza, 2004). 
 
 
 
Abbildung 23: HIF1α-Regulation durch die HIF1α-Prolylhydroxylase (HPDH). Unter normoxischen Be-
dingungen wird HIF1α von der HPDH an zwei Prolinresten (Pro402; Pro564) hydroxyliert, 
wodurch pVHL bindet und damit die Ubiquitinylierung und den anschließenden proteo-
lytischen Abbau einleitet. Unter hypoxischen Bedingungen wird HIF1α nicht hydroxy-
liert und nicht proteolytisch abgebaut. In stabilisierter Form dimerisiert HIF1α mit 
HIF1β, wodurch letztlich HIF1, als aktiver Transkriptionsfaktor, Zielgene aktiviert. 
 
In einer Vielzahl von Tumoren, inklusive Hirntumoren, lassen sich, trotz normoxischer 
Bedingungen, Überexpressionen von HIF1α nachweisen, was mit Defekten des 
Tumorsuppressorgens VHL begründet wird (Maxwell et al., 2001). Stabilisierende Ef-
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fekte von HIF1α unter normoxischen Bedingungen lassen sich aber auch anderweitig 
erklären. Die HPHD kann sowohl durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), als auch 
durch fehlende Cofaktoren, wie Fe2+ und α-Ketoglutarat, gehemmt werden. Des 
Weiteren wirkt in der Zelle akkumuliertes Succinat (Reaktionsprodukt) hemmend auf die 
HPDH, was wiederum durch eine verminderte Aktivität des Succinat-Dehydrogenase-
Komplexes (SDH) hervorgerufen wird (Überblick: Acker et al., 2006; Fong und Takeda, 
2008). 
Prozesse, die an der nativen Faltung von HIF1α beziehungsweise seiner Ubiquitinylie-
rung beteiligt sind, spielen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Genen, die unter 
hypoxischen Bedingungen für den Erhalt vitaler Funktionen der Zelle benötigt werden. 
Eine genauere Betrachtung der an der Prozessierung beteiligten Faktoren ist in Abbil-
dung 24 dargestellt. 
 
 
 
Abbildung 24: Modell der pVHL-abhängigen HIF1α-Prozessierung. PFD (Prefoldin) überträgt das neu 
synthetisierte Peptid vom HSP70/Hsp40-Komplex auf TRiC/CCT. Die TRiC/CCT-
assoziierte Prolylhydroxylase aktiviert das Peptid unter Normoxie für den E3-Ubiquitin-
Ligase-Komplex (pVHL; EloC, B; Cul2; Rbx1), der über VBP-1 (syn: PFD-3) mit PFD 
verbunden ist. Bei Hypoxie wird das nicht hydroxylierte Peptid direkt auf TRiC/CCP 
übertragen und komplett gefaltet. 
 
Gezeigt ist das noch ungefaltete Peptid in Assoziation mit einer Reihe von Faktoren, die 
an der Prozessierung beteiligt sind. Eine zentrale Rolle nimmt hierbei pVHL ein, das 
durch Bindung an die durch die HPDH hydroxylierten Proline (Pro402, Pro564) die Ubiqui-
tinylierungskaskade einleitet. pVHL ist seinerseits C-terminal mit VBP-1 verbunden 
(Tsuchiya et al., 1996), welches selbst eine Untereinheit des heterohexameren Prefol-
dins (PFD) ist (Vainberg et al., 1998). Inwiefern diese Interaktion den Prozess der Ubi-
quitinylierung durch den E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex (pVHL, Elongin B, Elongin C, 
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Cullin2, Rbx) beeinflussen kann, ist spekulativ. Trotzdem sollte die Überlegung, dass 
Carnosin durch eine Verringerung der Menge an VBP-1 die Stabilität von HIF1α beein-
flusst, unbedingt experimentell verfolgt werden. 
Ein zweiter interessanter Aspekt ergibt sich aus der Tatsache, dass die Übertragung 
ungefalteter Proteine, damit möglicherweise auch HIF1α, auf den Chaperonin-Komplex 
TRiC/CCT in Abhängigkeit von Prefoldin erfolgt (Vainberg et al., 1998; Geissler et al., 
1998; Martin-Benito et al., 2002). Des Weiteren ist auch die Bildung des E3-Ubiquitin-
Ligase-Komplexes von TRiC/CCT und somit auch von Prefoldin abhängig (Melville et 
al., 2003), was ebenfalls einen Einfluss auf die HIF1α-Prozessierung haben könnte. 
Dadurch lässt sich ein direkter Zusammenhang zwischen PFD-abhängiger Peptidpro-
zessierung vom Hsp70/Hsp40-Komplex hin zum TRiC/CCT-Komplex postulieren 
(Abb. 24). Eine Beeinflussung dieses Prozesses durch Carnosin wirkte sich dann auf 
die Überführung des Peptids auf den TRiC/CCT-Komplex sowie auf die Bildung des E3-
Ubiquitin-Ligase-Komplexes aus. 
Neben der Peptidprozessierung über PFD und TRiC/CCT, erfolgt die Proteinfaltung 
auch über alternative Wege (Überblick: Hartl und Hayer-Hartl; 2009). Bei diesen Wegen 
spielen Nukleotidwechselfaktoren (NEF), wie BAG und HspBP eine entscheidende Rolle 
(Abb. 25). Translatierte Peptide, die vom Hsp70/Hsp40-Komplex aufgenommen werden, 
können mithilfe von NEF, unter ATP-Verbrauch in ihre native Form gefaltet (HspBP1, 
BAG-2) oder für einen CHIP-vermittelten Abbau markiert werden (BAG-1; siehe auch: 
4.2.). Auch für HIF1α ist diese alternative Hsp70-vermittelte Prozessierung beschrieben 
(Luo et al., 2010; Zhang et al., 2010) und stellt damit sowohl eine alternative Regulation 
zu pVHL dar, als auch die funktionelle Verbindung der Hsp70-assoziierten NEF mit 
VBP-1 her. 
Anhand der Bedeutung dieser Proteine (BAG-2, VBP-1), die unter Carnosin signifikant 
erniedrigt sind, kann eine generelle Beeinflussung der Peptidprozessierung postuliert 
werden, die sich auch auf die Prozessierung mitochondrialer Proteine auswirkt 
(GRPEL1). Hierbei ist als drittes Protein OLA-1 zu nennen, das als Translationsfaktor 
einen allgemeinen Einfluss auf die Peptidsynthese hat und in dem vorgestellten Modell 
(Abb. 25) ebenfalls eine Rolle spielen könnte. 
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Abbildung 25: Modell der pVHL- und PFD-unabhängigen Peptidprozessierung. Die Art des bindenden 
Nukleotidwechselfaktors (BAG-Familie; HspBP) an den zytosolischen Hsp70/Hsp40-Pep-
tid-Komplex ist entscheidend für die weitere posttranslationale Prozessierung. Während 
BAG-2 die Proteinfaltung fördert, leitet BAG-1 die Ubiquitinylierung ein. HspBP fungiert 
auch als Signalmolekül für eine Translokation des vorgefalteten Peptids. GRPEL1 besitzt 
gleiche Aufgaben als Nukleotidwechselfaktor bei der mitochondrialen Hsp70-vermittelten 
Proteinprozessierung. 
 
Eine Verringerung von Zellproteinen, die einen entscheidenden Anteil an der Faltung 
und dem Abbau von Proteinen haben, muss in stark proliferierenden Zellen unweigerlich 
zu einer nachteiligen Wirkung auf die Zellteilung führen. Bei Betrachtung der Ergebnisse 
aus der 2D-GE, fällt auf, dass von den 31 differenziell exprimierten Proteinen nur zwei 
nachgewiesen wurden, die durch Carnosin signifikant erhöht waren. Alle anderen Pro-
teine waren in diesen Zellen signifikant erniedrigt. Diese Ergebnisse sprechen ebenfalls 
dafür, dass Carnosin einen allgemeinen Einfluss auf die Proteinprozessierung besitzt.  
Da diese Wirkung von Carnosin besonders in stark proliferierenden Zellen bedeutsam 
ist, sollte es einer weiteren funktionellen Charakterisierung unterliegen, um seine mögli-
che Verwendung in der Tumortherapie, als proliferationshemmendes, natürlich vor-
kommendes Dipeptid zu überprüfen.  
 
 
 
 
 
 
 
Diskussion
 
 79 
4.4. Ausblick 
 
In dieser Arbeit zeigte sich, dass Glioblastomzellen in ihrer Energiegewinnung stark von 
der Glykolyse abhängen und Carnosin einen Einfluss auf die zellulären ATP-Konzentra-
tionen hat. Des Weiteren wiesen die Ergebnisse der Proteomanalysen auf eine mögli-
che Beeinflussung der HIF1α-Regulation hin. Da die Stabilisierung von HIF1α zu einer 
Aktivierung von Genen führt, die unter anderen für glykolytische bzw. Glykolyse-
assoziierte Proteine codieren (z. B.: GAPDH, HK 1 und 2, LDH-A, PFK, Pyruvat-Kinase, 
Glukosetransporter 1 - 3; Übersicht: Semenza, 2001), ist die Untersuchung dieser 
HIF1α-Zielgene unter dem Einfluss von Carnosin von primärem Interesse. 
Weiterführend dazu ist eine genauere funktionelle Charakterisierung von Carnosin hin-
sichtlich der Wirkung auf die posttranslationale Peptidprozessierung von Interesse, was 
die Überprüfung des postulierten Modells aus Abbildung 24 einschließt. Hierbei ist eine 
Untersuchung zur Beziehung von Prefoldin und pVHL unter dem Einfluss von Carnosin, 
während der HIF1α-Prozessierung vorstellbar. Dafür müssten aber zuvor Systeme ge-
schaffen werden, in denen sich eine HIF1α-Stablilisierung in den Zellen regulieren lässt. 
Allgemein könnte ein Einfluss von Carnosin auf eine Prefoldin-abhängige Peptidprozes-
sierung anhand von α- oder γ-Tubulin untersucht werden, da eine Beteiligung von Pre-
foldin an der Faltung dieser Proteine beschrieben ist (Geissler et al., 1998). Anhand der 
Ergebnisse der 2D-GE sollte außerdem das Ziel sein, die übrigen differenziell expri-
mierten Proteine zu identifizieren, wobei besonders jene zwei Proteine interessieren, die 
unter Carnosin verstärkt nachweisbar waren. 
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5. Zusammenfassung der Arbeit 
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Das Glioblastom ist mit 70 % aller Gliome der häufigste humane Hirntumor mit sehr un-
günstiger Prognose von 12 - 15 Monaten (Kleihues, 2007; Stupp et al., 2005). Es konnte 
gezeigt werden, dass das natürlich vorkommende Dipeptid Carnosin (β-Alanyl-L-
Histidin) die Proliferation von Zellen, die aus Tumoren von Patienten mit 
Glioblastoma multiforme gewonnen wurden, inhibiert (Renner et al., 2008). Diese 
Wirkung des Carnosins konnte ebenfalls in vivo nachgewiesen werden (Renner et al., 
2010). In erstgenannter Arbeit (Renner et al., 2008) wurde gezeigt, dass Carnosin auch 
einen Einfluss auf den ATP-Haushalt der Glioblastomzellen besitzt. Daher war das Ziel 
dieser Arbeit, einen Wirkungsort von Carnosin zu identifizieren, womit die ATP-
mindernden und proliferationshemmenden Eigenschaften erklärt werden können. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunächst untersucht, ob Carnosin den Energiemetabo-
lismus der Glioblastome beeinflusst. Dabei konnte mithilfe zellbiochemischer  Methoden 
gezeigt werden, dass die untersuchten Zelllinien nicht von der Energieversorgung durch 
mitochondriale oxidative Phosphorylierung abhängen, da sich die Hemmung (KCN) und 
Entkopplung (DNP) der Elektronentransportkette nicht auf den zellulären ATP-Gehalt 
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auswirkten, Carnosin hingegen den ATP-Spiegel dieser Zellen verringerte. Die 
Hemmung der Glykolyse durch Oxamat (Hemmung der LDH) bewirkte einen starken 
Abfall des intrazellulären ATP-Spiegels, worauf Carnosin keinen zusätzlichen Effekt 
mehr besaß. Carnosin konnte demnach eine Wirkung auf die glykolytische ATP-
Synthese zugesprochen werden. 
Da ein direkter, molekularer Wirkungsort auf diesem Weg nicht identifiziert werden 
konnte, wurde im Anschluss untersucht, ob sich über eine Proteomanalyse ein Wir-
kungsort bzw. -mechanismus bestimmen lässt. Anhand der Methode der zweidimensi-
onalen Gelelektrophorese (2D-GE) konnten unter dem Einfluss von Carnosin 31 signi-
fikant differenziell exprimierte Proteine in Zellen der Linie T98G detektiert werden, von 
denen 6 Proteine (VBP-1, OLA-1, TALDO 1, UROD, BAG-2 und GRPEL1) über MALDI-
TOF-Analysen identifiziert wurden. In Western-Blot-Analysen konnte ein Protein 
(VBP-1) in T98G und in primären Glioblastomzelllinien als differenziell exprimiert nach-
gewiesen werden. Anhand der zellbiologischen und proteinbiochemischen Untersu-
chungen konnte allgemein eine Verbindung des Carnosin zur posttranslationalen Pep-
tidprozessierung, im speziellen zur HIF1α-Prozessierung, hergestellt werden. Der di-
rekte Nachweis eines Einflusses von Carnosin auf HIF1α konnte aber bisher nicht er-
bracht werden. 
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